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RESUMEN

LA DESCONDENSACION DE LA CROMATINA DE ESPERMATOZOIDES DE MAMIFEROS: ESTUDIO DE SU
MECANISMO MOLECULAR Y SU POSIBLE UTILIDAD COMO BIOINDICADOR DEL EFECTO DE
DISRUPTORES ENDOCRINOS.

A diferencia de las células somaticas, el espermatozoide posee su cromatina empaquetada
principalmente por protaminas en lugar de histonas. Las cisteinas presentes en las protaminas forman
puentes disulfuro intra e intercatenarios, lo que le proporciona al ntcleo espermatico gran estabilidad y
resistencia para poder atravesar el tracto masculino, el femenino y llegar con su ADN intacto hasta el
sitio de fecundacion. Luego que el espermatozoide penetra el oocito es imprescindible que se produzca
la descondensacion de su cromatina para que se reemplacen las protaminas espermaticas por histonas
oocitarias. La descondensacion de la cromatina involucra dos eventos: se deben reducir los puentes
disulfuro (tiorreduccion) y removerse las protaminas. Las moléculas involucradas en estos procesos
serian el glutation reducido (GSH) y el heparan sulfato (HS) oocitarios. Cuando este proceso de
condensacion 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 descondensacion que
se evidencian una vez que el oocito es penetrado. Por otro lado, es sabido que la exposicidén a téxicos
ambientales puede provocar efectos deletéreos sobre la calidad de los espermatozoides y la fertilidad
masculina. Las técnicas de reproduccidn asistida han podido resolver problemas de motilidad, defectos
espermaticos, concentracion de gametas muy reducida en el fluido seminal (oligozoospermia) pero
todavia no pueden solucionar los defectos de la descondensacion del nucleo espermatico dentro del
oocito. Esto pone en evidencia la importancia del proceso de descondensacion, que no puede ser
reemplazado por las técnicas de reproduccion 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 descondensacién de la cromatina de
espermatozoides, asi como también en su (2) rol como posible bioindicador de efectos deletéreos
causados por toxicos ambientales o ingeridos, tales como el alcohol y el plaguicida endosulfan. En
primer lugar, fue posible caracterizar el sistema de descondensacion in vitro en el modelo de ratén al
coincubar los espermatozoides con distintos glicosaminoglicanos y GSH, determinandose de esta
manera las moléculas candidatas a ser posibles agentes descondensantes, las concentraciones y tiempos
optimos de incubacion. Como consecuencia de esto, fue posible detectar un efecto sinérgico existente
entre la heparina (utilizada como equivalente molecular del heparan sulfato) y el dermatan sulfato, los
Unicos glicosaminoglicanos estudiados con potencial capacidad descondensante. El efecto de estos dos
glicosaminoglicanos también fue evaluado mediante la técnica de microscopia electréonica de
transmision, la cual puso en evidencia los cambios sufridos por los espermatozoides durante el proceso
de descondensacion. Una vez caracterizado el sistema, se logré evidenciar el aumento de la
descondensacion in vitro que ocurre cuando se incuban los espermatozoides con endosulfan o etanol,
como también luego de la ingesta de etanol. Ademas, fue posible evaluar el efecto del plaguicida sobre
la fragmentacion del ADN, asi como también si existe alguna correlacion entre la misma y la
descondensacién 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
fecundacidn in vitro. Estos son los primeros resultados obtenidos descondensando in vitro en presencia
de heparina y GSH, espermatozoides previamente incubados con endosulfan o etanol, que ponen de
manifiesto que este ensayo podria utilizarse como centinela para evaluar posibles efectos de tdxicos
ambientales o ingeridos.

Palabras claves: Descondensacion de la cromatina espermadtica, heparan sulfato, heparina, dermatan
sulfato, espermatozoide, endosulfan, etanol.



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 endosulfan.
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 endosulfan 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 jn 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
endosulfan 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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Introduccion

“Wagner: esto sube, centellea, se conglomera; en un momento estard hecho. Un gran proyecto
siempre parece al principio obra de un demente, pero riGmonos del azar, un cerebro que puede
pensar bien, creard 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 mds queremos?, é¢que mds nos exige el
mundo? El misterio ha sido develado y estd a plena luz. Prestad oidos a este sonido, se va a
convertir en voz, se va a hacer lenguaje.” Fragmento extraido de Fausto, obra de Johann
Wolfgang von Goethe.

Goethe popularizé el término homunculo al denominar homunculus al pequefio ser
gue creo el antiguo alumno de Fausto, Wagner, mediante operaciones quirurgicas. El
término homunculo (del latin homunculus, “hombrecillo”, a veces escrito homonculus)
es el diminutivo del doble de un humano, el cual fue posteriormente usado en la
discusion de la concepcion y el nacimiento. En 1694, Nicolaas Hartsoeker descubrio
“animaculi (animaculos)” en el esperma de humanos y otros animales. La escasa
resolucion de aquellos primeros microscopios hizo parecer que la cabeza del
espermatozoide fuera un hombre completo en miniatura. A raiz de esto, se desataron
las teorias que afirmaban que el esperma era de hecho un «hombre pequefio»
(homunculo) que se ponia dentro de una mujer para que creciese hasta ser un nifio.
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 reproduccién sexual es necesaria la union de las gametas de ambos
sexos para generar un nuevo ser. La fecundacién es un proceso complejo que consta
de distintas etapas, cada una de las cuales debe suceder de manera precisa para que la
formacion del embrion sea exitosa. Estudiar con detalle cada etapa, asi como también
los diversos factores que pueden afectarla, es de crucial importancia para aportar
conocimiento y soluciones a esta intrincada cascada de eventos que culminaran nada
menos que con la formacién de un nuevo individuo.

Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por medio del cual las células germinales diploides
del macho, sufren una reduccién cromosdmica hasta desarrollarse como gametas
haploides. Para que este proceso ocurra en mamiferos, es necesario a partir de un
“pool” de células madre, un periodo de amplificacion del nimero de células (mitosis),
un periodo de reduccién cromosémica (meiosis) y un periodo de transformacién
morfoldgica de las células haploides en espermatozoides (espermiogénesis) (Griswold
2016). Durante la implantacién temprana del embridn, la linea germinal en mamiferos
es guardada como reservorio aparte de las células somaticas (Urimoto & Aitou 2015).
En el ratdn, las células germinales primordiales (PGCs, del inglés “primordial germ
cells”) migran a los pliegues genitales alrededor del dia 11 post coitum (dpc) vy se
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Introduccion

mueven hacia los testiculos entre 12,5y 13,5 dpc (Figura 1). En las génadas, las PGCs
mantienen la mitosis hasta que entran al ciclo celular GO/G1 el dia 14,4 dpc. Desde el
dia 11,5 hasta el 13,5 dpc, las PGCs sufren la desmetilacion completa de su genoma.
Luego de esto, se re-establece la metilacion entre los dias 14,5 dpc hasta 2 dias post
parto (dpp), momento en el cual las pro-espermatogonias sufren arresto mitotico.
Luego del nacimiento, las proespermatogonias se convertiran en células madre
espermatogonia (SSCs, del inglés spermatogonial stem cells). Una proporcién de SSCs
se diferenciarda en espermatogonia e iniciard 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 regulacion genética conducen a una
variedad de deficiencias en la constitucion de la linea germinal, afectando la
embriogénesis, la descendencia y la herencia de anormalidades epigenéticas (Heard
2012).

' ! ®
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13dpc 14.5dpc-3dpp 13dpp @
s . . - - -e [ N
Célula germinal primordial  Proespermatogonia Célula madre Espermatogonia ; 10dpp i
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30dpph .
Espermatozoide Espermatocito cigotene
o Bpermétide' ellongada . Espermétide Espermatocito Espermatocito
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bd . L] ° .
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Figura 1. Esquema de la espermatogénesis en el ratén. Alrededor de los 13 dias después del apareo
(dpc) las células primordiales germinales (PGCs) de raton migran hacia el testiculo. Alli, sufrirdn mitosis
hasta los 14,5 dias, momento en que se producird el arresto de la mitosis. Luego de los 3 dias posteriores
al parto (dpp), se forman las células madre espermatogonias (SSCs). Algunas de estas se desarrollan en
espermatogonias y pasan a la meiosis. Las espermdatidas redondas se generan alrededor de los 20 dpp y
comienza la espermiogénesis. Durante la espermiogénesis, el nucleo de las espermdtidas se condensa
junto con la formacion del acrosoma y el flagelo. Finalmente, luego de que la mayoria del material del
citoplasma es eliminado, las espermdtidas se desarrollan a espermatozoides. Modificado de (Luo et al.
2015).

En el testiculo y alcanzada la pubertad, algunas células madre contindan
multiplicdndose mitdéticamente, 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 |l se obtienen dos espermatides,
gue maduraran hasta formar espermatozoides (Figura 2). Durante estas divisiones,
ocurren dos eventos clave que tienen importantes consecuencias genéticas: uno es el
intercambio reciproco de ADN entre cromosomas homodlogos, y el otro es la
segregacion de cromosomas, lo que produce la diversidad genética necesaria para la
supervivencia de las especies (Chan et al. 2004).

D

AT .
A h—\ Espermatogonia
TOVENCNARD indiferenciada

775\

vED\

Espermatogonia
- diferenciada

primario
Espermatocitos
secundario
Ve @@ Espermatidas

Figura 2. Proceso de diferenciacion espermatogénica en el testiculo de ratén. Las células germinales
dan lugar a células madre de las espermatogonias, a partir de las cuales surgen las células que se
diferenciardn a espermatocitos primarios tras su mitosis. Las espermatogonias, entonces, a través de
repetidos ciclos de mitosis producen nuevas espermatogonias y mantienen asi la reserva celular. Otro
pool de espermatogonias se divide por mitosis produciendo mds células de su tipo; y cada una de estas
se convertird en espermatocitos primarios que se dividirdn 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 morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos que se inicia con una célula simple
(espermatida) y culmina con la formacién de un espermatozoide altamente
diferenciado (Figura 3). Durante este proceso, la espermatida desarrolla el
citoesqueleto basico del espermatozoide, la cromatina del nicleo se condensa, las
cisternas del aparato de Golgi se fusionan para formar el acrosoma que migra al nucleo
repartiéndose por la superficie nuclear formando el sistema acrosomal y los dos
centriolos migran en direccion opuesta al acrosoma en formacion. Uno se alinea
radialmente formando el axonema en la futura cola y el otro se localiza en angulo
recto y forma la pieza conectora que une la cola al nucleo. El axonema de la cola se
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alarga y las mitocondrias se dividen. La sintesis de ARN y proteinas es maxima durante
la meiosis y disminuye abruptamente hasta niveles indetectables durante la
espermiogénesis (Bustos Obregon et al. 1975).
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Figura 3. Espermiogénesis. Fase de Golgi, A: espermdtida redonda con aparato de Golgi. B: pequefias
vesiculas provenientes del aparato de Golgi se fusionan para formar los grdnulos proacrosémicos. Los
centriolos comienzan a migrar en direccion opuesta al Golgi. C: las vesiculas se fusionan dando origen a
la vesicula acrosomica (contiene grdnulos acrosomales). El centriolo proximal (PC) migra hacia la region
caudal. El centriolo distal (DC), migra hacia el axonema en desarrollo. Fase de Capuchon, A: el Golgi
migra hacia la zona apical y el DC forma el axonema (AX). B: la vesicula acrosomal comienza a formar el
capuchdn caracteristico, delimitado por las membranas acrosomales externa (OAM) e interna (IAM).
Fase Acrosomica, A: el niucleo comienza a elongarse y el acrosoma cubre la zona anterior del mismo. Se
forma la “Manchette” y se extiende hacia el flagelo en formacion. B: se forman el cuello y el annulus.
Estos formardn parte de la union entre la pieza media y la pieza principal del flagelo (M= Mitocondria).
Fase de Maduracion, 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 diferenciacién, los espermatozoides salen del testiculo y
migran hacia el epididimo (Figura 4). Este ultimo viaje no sélo 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 aun de
fecundar al oocito. Una vez en el cauda epididimario, el reservorio de
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espermatozoides, pueden mantener su capacidad fecundante potencial por varias
semanas antes de su eyaculacion. En el momento de la eyaculacion, la vesicula seminal
se contrae y los espermatozoides son eyectados por elcanal eyaculador hacia
la uretra y luego hacia la parte exterior del pene.
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Ligamento, resto \ A
del proceso vaginal \

Cabeza del epididimo

Tubulo recto

Conductillos eferentes
Tubulo seminifero
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en el mediastino testicular
- Cuerpo del epididimo
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Figura 4. Esquema del testiculo y epididimo en donde se muestra la anatomia de los tubulos. 1: desde
la rete testis varios ductos eferentes delgados permiten el pasaje de los espermatozoides desde el
testiculo hacia la region del caput (Cabeza del espididimo). 2: el diadmetro de los tubulos se amplia en la
region del corpus (cuerpo del epididimo) mientras se produce una disminucion del grosor del epitelio. 3:
el tubulo en el cauda (cola del espididimo) y en el vas deferens es menos intrincado que en el caput y el
diametro del tubulo es mucho mds amplio para permitir el almacenamiento de los espermatozoides.

En la espermatogénesis participan otros tipos celulares que no pertenecen a la linea
germinal y que se localizan dentro de los tubulos seminiferos 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 caracteristicas sexuales
secundarias de todo el cuerpo. Ademas, 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 si, dan sostén a las células
germinales a lo largo de toda su etapa de desarrollo y contactan con todos los demas
tipos celulares. Las espermatogonias reposan entre las células de Sertoli y la
membrana basal, mientras que otras células (espermatocitos, espermatidas, etc.) se
sitian entre las células de Sertoli o estan embebidas en su citoplasma. Se forman asi
dos compartimientos en los tubulos seminiferos, un compartimiento basal que permite
acceder a sustancias que se encuentran en circulaciéon y en donde se encuentran las
espermatogonias, y un compartimiento adluminal por encima de las uniones
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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
gue muchos factores que regulan la funcién del testiculo, funcionan a través de las
células de Sertoli, y las fallas de alguno de los receptores, de andrégenos, estrégenos o
FSH, demostraron que estas células son esenciales para la espermatogénesis (Johnson
et al. 2008). Cuando finaliza la espermiogénesis, las extensiones citoplasmaticas de la
célula de Sertoli se rompen y se libera el espermatozoide.

Epididimo

/fw  Tabulo
seminifero

Globulo rojo

SR

= Q099

Meiosis Il
Secundario 0 9

| Primario o O
: =

>
Membrana basal C. Sertoli

Espermatogonia

Espermatocitos

Figura 5. Diagrama del epitelio seminifero. La imagen ilustra como 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 linea germinal. A la derecha de la figura se puede observar la transicion
desde la célula germinal hasta el espermatozoide, con las sucesivas etapas de division 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 espermdtidas redondas y elongadas son
empujadas hacia el lumen, lo cual resulta en una organizacion meticulosa del epitelio seminifero. Los
espermatozoides maduros son liberados al lumen y son eyaculados fuera del cuerpo a través de la rete
testis, epididimo y vas deferens.

La gameta masculina: el espermatozoide

La creaciéon de un nuevo individuo diploide requiere de la contribucion de ambos
pronucleos 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
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pueda transportar hacia el sitio de fecundacion y sea capaz de reconocer al oocito.
Para que el espermatozoide pueda cumplir todas estas funciones, debe desarrollar una
morfologia especializada con todos sus componentes estructurales hechos a medida
de los distintos aspectos especificos relacionados con su funcion. 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 produccion de energia,y la cabeza, que
contiene al ADN vy las estructuras y moléculas necesarias para el reconocimiento del
oocito y la fusidon con dicha gameta (Figura 6), (Curry y Watson, 1995).

Cuello

Membrana plasmatica

Cola

Mitocondrias en
forma de espiral

Nucleo

Acrosoma

Figura 6. Esquema de un espermatozoide de mamifero. 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 unidn Utero-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 microtubulos que rodean un par central,
el clasico patron de 9 + 2. Cada uno de los nueve pares consiste en una subunidad A
gue forma un microtubulo completo y una subunidad B, el cual es un microtubulo
incompleto. Estos pares de microtubulos tienen miles de motores de dineina unidos
gue “caminan” sobre los mismos energizados por la hidrélisis de ATP, provocando la
curvatura del flagelo (D. T. N. Chen etal. 2015). Ademas, los nueve pares de
microtubulos estan unidos entre si por una proteina llamada nexina.
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Figura 7. Flagelo espermadtico. Arriba: esquema donde se representa la pieza conectora, pieza media,
pieza principal y pieza terminal. Abajo: imdgenes de microscopia electronica de los cortes transversales
de sus diferentes secciones.

La pieza media, es un pequefio segmento conector entre el flagelo y la cabeza del
espermatozoide. Su mayor componente es el capitulum, una estructura fibrosa con
forma de cupula y columnas segmentadas, donde se posiciona el centriolo proximal en
angulo recto al eje del flagelo. Rodeando al axonema, desde la region de la pieza
conectora hasta el final de la pieza principal, se encuentran nueve fibras densas
conteniendo proteinas similares a la queratina. La estabilizacidén de estas fibras por un
gran numero de puentes disulfuro entre sus componentes, sugiere que dichas
estructuras estarian involucradas en otorgar al espermatozoide la elasticidad y
flexibilidad necesarias para el batido de la cola. Ademas 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 cumplirian un papel en la provision de energia para el espermatozoide. En
la pieza principal, reemplazando a la vaina mitocondrial, se encuentra la vaina fibrosa,
conformada por dos columnas longitudinales asociadas entre si por columnas
transversales. El alto grado de compactacion y la orientacién de las fibras en la vaina
fibrosa serian importantes para regular el plano de batido de la cola del
espermatozoide. Finalmente, la pieza final o terminal estd formada por el axonema
como uUnico componente estructural.

La cabeza del espermatozoide contiene un rango limitado de estructuras entre las que
se encuentran el nucleo, que ocupa la mayor parte de la cabeza, el acrosoma y la
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region post-acrosomal (Figura 8). El reconocimiento espermatozoide-oocito es
primordialmente funcién de la membrana plasmatica de la cabeza. La organizacién
basica de la cabeza espermatica es comun a todos los espermatozoides de mamiferos,
pero el tamafio y forma, tanto del nicleo como del acrosoma y de la cabeza en si
misma, es extremadamente variable entre especies. La evolucién en tamano y forma
de la gameta masculina fue conducida por dos fuerzas selectivas principales: la
competencia espermatica y la biologia reproductiva de la hembra (Sanchez et al.
2013). Mientras que para el espermatozoide humano la forma es ovalada o
espatulada, para el espermatozoide de ratdn es falciforme (con forma de hoz).
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REGIONES MEMBRANAS
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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 granulos del aparato de Golgi
y comienza a ubicarse por encima del nucleo. Se cree que las vesiculas membranosas,
cuyos productos parecen ser procesados a través del aparato del Golgi y repartidos en
forma de vesiculas, se fusionan unas con otras para formar una sola vesicula que se
asocia intimamente con la envoltura nuclear. A medida que la espermiogénesis
continua, las membranas forman un “capuchon” mientras que su contenido acrosomal
se acumula, al mismo tiempo que ocurre la condensacién 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
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segmento posterior mas pequefio y delgado llamado segmento ecuatorial (Fléchon
2015). La matriz del acrosoma contiene diferentes enzimas hidroliticas, entre las cuales
la hialuronidasa y la acrosina son las mayoritarias. La membrana nuclear que limita con
la membrana plasmatica recibe el nombre de membrana acrosomal externa mientras
gue la membrana que se sitla sobre la envoltura nuclear se denomina membrana
acrosomal interna (Figura 9). Directamente por debajo del acrosoma y separandolo del
nucleo hay una fina capa de material citoplasmatico estabilizado por puentes disulfuro
gue forma la teca perinuclear. La funcion de la misma es unir el acrosoma al nucleo y
se cree que también estd involucrada en la activacidon del oocito una vez que ocurre la
fecundacion (Oko & Sutovsky 2009).
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Figura 9. Detalle de la cabeza de un espermatozoide. En el esquema se observa: acrosoma, ntcleo,
segmento ecuatorial, region post acrosomal y cuello, y las membranas acrosomal externa e interna,
nuclear y plasmdtica. (Tomado y modificado de https:;// commons. wikimedia. org/ wiki/ File:
Complete_diagram_of_a_human_spermatozoa_en.svg)

El ndcleo contiene el ADN que serd depositado en el ooplasma luego de la
fecundacion. La forma del nucleo es especifica de cada especie, determinada por el
genotipo del espermatozoide, y, en la mayoria 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 nicleo espermatico, junto con una
cromatina altamente condensada y ausencia de cualquier capacidad de sintesis
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(Bedford & Hoskins 1990). El ADN de los espermatozoides de mamiferos se encuentra
empaguetado de manera mas compacta, estando al menos seis veces mas condensado
gue el ADN en cromosomas mitéticos, lo que le permite ocupar un pequefio volumen
(Ward & Coffey 1991). El anillo posterior se forma por unién circunferencial entre la
membrana plasmatica y la membrana nuclear vy, al igual que el annulus del flagelo, es
una barrera fisica entre los dominios de membrana y representa el mayor punto de
separacion 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 somaticas, requiere de
una compactacion extrema del genoma paterno para asegurar su proteccion contra el
impacto ambiental durante su transporte hasta el sitio de fecundacién. Se sabe que la
condensaciéon 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 mamiferos consiste en ADN asociado a protaminas unidas por
puentes disulfuro inter e intra catenarios. El primer paso de esta transicion consiste en
el reemplazo de las histonas del espermatozoide por proteinas basicas ricas en lisina
llamadas proteinas de transiciéon TP1y TP2. En muchos mamiferos distintos, TP1 es una
proteina pequena de 54 aminoacidos con una distribucién uniforme de aminoacidos
basicos, con capacidad de desestabilizar la doble hélice del ADN. Por otro lado, TP2
actia mejor estabilizando y condensando al ADN. TP2 es una proteina de 115
aminodacidos que tiene distintos dominios estructurales con muchos residuos basicos
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 espermatida 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). Ademas, dado que las
islas CpG estan presentes en estas regiones, se cree que la uniéon de TP2 tendria como
consecuencia la represién de la actividad transcripcional, un evento que coincide con
la aparicion de las proteinas de transicion (Kundu et al. 1996). En cambio, TP1 que
aparece un dia después, parece estimular la reparacion de las rupturas simple cadena
del ADN, sugiriendo que podria actuar uniéndose a las rupturas que ocurren durante la
remocion de las histonas hasta que sean reparadas. Luego de la remocién de las
histonas y la reparacion del ADN, se depositan las protaminas en la cromatina de las
espermatidas elongadas para completar la compactacién de la misma vy, 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 ratén, menos del cinco por ciento del genoma permanece asociado a histonas,
mientras que en humanos esta fraccién varia 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). Ademas, en
espermatozoides humanos se descubrido que familias enteras de genes importantes
para el desarrollo temprano estan asociados a histonas (Hammoud et al. 2009),
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sugiriendo que las histonas son necesarias, tanto para la reorganizacion de la
cromatina y formacién del pronucleo paterno, como para el desarrollo del embrién
(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 asi 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 remodelacion de la cromatina entonces, tiene
como fin la formacion 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 oxidacién de grupos sulfhidrilo presentes
en las protaminas (Calvin & Bedford 1971; D ‘occhio etal. 2007). Estudios previos
sugieren que el agregado de zinc al semen de cabra lavado, inhibe la descondensacion
de la cromatina de estos espermatozoides, sugiriendo que el zinc presente en el fluido
seminal estd involucrado en mantener la estabilidad de la cromatina espermatica
(Ohanian 1985). Por otro lado, Kwist y Eliasson (Kwist & Eliasson 1980) demostraron
gue el zinc es responsable de la inhibicién de la descondensacién de la cromatina de
espermatozoides humanos. La conformacién 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 asociacién con la matriz
nuclear en determinados sitios, también especificos (Santi et al. 1994) llamados MAR
(del inglés: “matrix attachment region” o regidén 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 organizacién estructural que incluye tanto a las histonas
unidas al ADN como a los MARs, probablemente sea transmitida al pronucleo paterno
luego de la fecundacién, 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 estd 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 podrian estar unidas a histonas. Modificado de (Ward 2010).

Todos los primates, y la mayoria 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 mayoria del resto de las especies solo contienen P1. Mientras que el gen de la
protamina P1 parece ser transcripto y traducido en las espermatidas de todos los
mamiferos, el gen de la protamina P2 es regulado traduccionalmente de una manera
especifica de especie. En alguna de estas especies, el gen de la protamina P2 estd
presente, pero parece ser disfuncional o producir una proteina aberrante.

Las protaminas son pequefias (50-110 aminodcidos) y pueden llegar a contener un 70%
de arginina. Se identificaron dos elementos estructurales en las protaminas de todos
los vertebrados: una serie de pequefios dominios de anclaje que contienen multiples
aminodcidos de arginina o lisina responsables de la unién proteina-ADN, y la presencia
de multiples residuos de serina o treonina que pueden ser utilizados como sitios de
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fosforilacién. En los animales euterios las protaminas contienen multiples residuos de
cisteina que son los que se oxidan para formar puentes disulfuro que unen las
protaminas y asi estabilizan la cromatina durante los ultimos estadios de maduracién
de los espermatozoides. A pesar de que las protaminas parecen derivar de un
precursor ancestral comun, P2 tiene varias caracteristicas 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 proteina precursora que primero se une al
ADN vy luego sufre un procesamiento proteolitico. El procesamiento de la protamina,
estudiado en detalle en el ratén, ocurre durante varios dias en las espermatidas tardias
y resulta en la produccion 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 mas larga que P1 y es la forma predominante en el
espermatozoide maduro (Balhorn 2007). La cantidad de protaminas en relacion al ADN
es constante entre especies, pero la relacion P1/P2 es variable (Corzett et al. 2002a) y
esta aparentemente vinculada con el tiempo necesario para que pueda llevarse a cabo
la descondensacion nuclear. Aquellas especies que contienen P2 ademas de P1
descondensarian mas rapidamente, 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 fecundacion sea exitosa. Después de la
eyaculacion, los espermatozoides de los mamiferos no son capaces de fecundar al
oocito pues, tal como se mencionara previamente, la capacidad fecundante adquirida
durante la maduracion epididimaria es tan sélo de caracter "potencial". Es durante su
paso por el tracto reproductor femenino hacia el sitio de fecundacién, que los
espermatozoides sufren una serie de cambios morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos
denominados en su conjunto, capacitacion (Austin 1951;Chang 1951;Austin & Braden
1952). Una vez depositados en el sitio de inseminacién, la vagina en el caso de
espermatozoides humanos y de ratén, los espermatozoides son transportados por el
tracto reproductor femenino hasta el sitio de fecundacion en la ampulla del oviducto.
En el momento de la cdpula, los espermatozoides son inmoétiles, o poseen una
motilidad muy reducida, razén 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
Utero-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 ovulacién, los
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espermatozoides que se encuentran en el reservorio, contindan con el proceso de
capacitacion, ya iniciado en el Utero (Figura 11), incluyendo también la hiperactivacion
de la motilidad. Durante el proceso de capacitacidn, 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 lipidos y proteinas de
membrana se reorganizan, el flujo de iones induce modificaciones bioquimicas, los
espermatozoides sufren la hiperactivacion de la motilidad y se inician complejas
sefales de transduccion (de Lamirande etal. 1997a), ademas de producirse un
incremento en el pH intracelular. Este proceso de capacitacion 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 capacitacién in vitro
funcione, tales como las horas de incubacién en el medio o la composicidon del mismo,
varian de una especie a otra, pero en general el medio de cultivo debe tener una
composicion similar a la del fluido oviductal e incluir fuentes de energia tales como los
sustratos piruvato, lactato y glucosa, albdmina, y los iones Ca**, K*, Na'y HCO3".

LUMEN OVIDUCTAL
Motilidad Colesterol alto Capacitaciony Colesterol bajo
lineal LPC bajo adquisicionde LPC alto
progresiva hiper-motilidad  Aumentodel pHy O,

R o
Proteinas
\/.6 lsintetizadas ’\I\‘

de novo
Plasma seminal Unién fuerte Unidn débil Liberaciony
Mucus cervical progresion hacia el
Utero oocito

N

EPITELIO OVIDUCTAL —>

Figura 11. Representacion esquemdtica de la capacitacion in vivo. Los espermatozoides todavia
recubiertos con las sustancias originadas en el epididimo y el plasma seminal no estdn capacitados
cuando entran al oviducto. Se unen fuertemente a las células epiteliales del oviducto, las cuales
responden a la sintesis de novo de una variedad de proteinas. Las proteinas especificas del epitelio
oviductal se unen a los espermatozoides y permiten mantener la viabilidad y motilidad de los mismos
Durante el trdnsito por el oviducto se produce un reordenamiento de las proteinas de membrana de los
espermatozoides. Cuando se acerca el momento de la ovulacion, se producen cambios fisicos y quimicos
en el ambiente que favorecen la capacitacion. La union de los espermatozoides al epitelio oviductal se
debilita y la adquisicion de la hiperactivacion permite que los espermatozoides se desprendan del epitelio
y avancen hacia regiones del oviducto donde se completa el proceso de capacitacion (de Lamirande et al.
1997b).
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Por lo tanto, los cambios que se producen en el espermatozoide durante la
capacitacion le permiten, por un lado, sufrir la reaccion acrosomal (RA), y por otro,
cambiar las proteinas de membrana favoreciendo de esta manera su unién al epitelio
oviductal. Mientras esto ocurre en la cabeza del espermatozoide, en la cola se produce
la hiperactivacion, esto es, un cambio en la motilidad que permite al movimiento del
flagelo alcanzar la fuerza necesaria para superar la atraccion entre el espermatozoide y
el epitelio (Figura 11). La hiperactivacion de la motilidad fue definida por Yanagimachi
(1994) como un patréon de nado caracteristico, observado en la mayoria de los
espermatozoides extraidos de la ampulla luego de la fecundacién. El flagelo de los
espermatozoides hiperactivados se mueve trazando una curva mas 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 circulo vigorosamente. El patrén de motilidad es variable en
distintas especies de mamiferos estudiadas; en algunas especies, por ejemplo en el
ratén, los espermatozoides forman un circulo 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 sélo los
espermatozoides hiperactivados pueden separarse del epitelio oviductal (Demott &
Suarez 1992). La liberacién de los espermatozoides es gradual, de tal manera que se
reduzcan las posibilidades de que ocurra polispermia. Ademas, 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 fecundacion depende del transporte pasivo
llevado a cabo por el fluido oviductal, pero también de la motilidad de los
espermatozoides (Demott & Suarez 1992). La hiperactivacion también es necesaria
para asistir al espermatozoide cuando penetra la matriz del cumulus, y la zona pelucida
del oocito durante la fecundacion.

Activado Hiperactivado

Figura 12. Hiperactivacion en espermatozoides de ratén. Patrén de movimiento caracteristico 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 estimulos complejos que los impulsan a sufrir la RA. Durante la
misma, la membrana acrosomal externa se fusiona con la membrana plasmatica
produciendo la exocitosis de todo el contenido del acrosoma (Figura 13). Luego de la
fusién 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 sintesis de
glicoproteinas 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 fisiolégica o verdadera de la RA falsa, que consiste en la
pérdida del capuchén acrosomal por muerte de los espermatozoides. Dentro de la RA
verdadera, se puede distinguir una RA inducida por el oocito y una RA espontanea, que
se produce en ausencia del oocito. La reaccién acrosomal desencadena una serie de
eventos esenciales para que ocurra la fecundacidon. 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
gueden expuestas para ayudar al espermatozoide a atravesar la zona pelucida (ZP).
También se adquiere la capacidad fusogénica de la membrana plasmatica del
segmento ecuatorial del espermatozoide. Solo la membrana plasmatica de
espermatozoides que han experimentado la RA es capaz de fusionarse con la
membrana plasmatica 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 situa en la zona apical del nucleo; B:
luego de unirse al oocito, la membrana plasmdtica apical se fusiona con la membrana acrosomal externa
en mudltiples sitios. C: el contenido del acrosoma (enzimas hidroliticas) se secretan, permitiendo la
digestion de la matriz extracelular del oocito (ZP). D: una vez finalizada la reacciona acrosomal, la
membrana acrosomal interna forma un continuo con la membrana plasmdtica. 1: membrana
plasmadtica; 2: membrana acrosomal externa; 3: contenido acrosomal; 4: membrana acrosomal interna;
5: envoltura nuclear; 6: nucleo conteniendo el ADN condensado; 7: anillo posterior; 8: pieza media; 9:
mitocondrias; 10: anillo anular; 11: flagelo; 12: vesicula mixta (membrana plasmdtica unida a la
membrana acrosomal externa); 13: secrecion acrosomal; 14: Sitio fusogénico.). Modificado de (Flesch &
Gadella 2000).

La iniciacion de la fusion de membranas en el espermatozoide podria ocurrir en
distintos puntos, pero todavia no se conoce con certeza donde comienza y como
progresa, dado que la misma depende de la especie y del modo de induccién. Hasta
hace algunos afos, se sostenia la hipdtesis que la RA ocurria como consecuencia del
contacto del espermatozoide con la ZP y que los espermatozoides que reaccionaban
antes de contactar con la zona pelucida del oocito eran incapaces de unirse a la misma,
perdiendo la capacidad de fecundar (Saling etal. 1979). Sin embargo, en 1984
Yanagimachi y Phillips (Yanagimachi & Phillips 1984) observaron in vivo que la mayoria
de los espermatozoides de hamster iniciaban su RA mientras avanzaban a través del
cumulus. Varios afios después, Kim y Gerton (Kim & Gerton 2003) propusieron un
nuevo modelo, denominado “ exocitosis acrosomal”, en el que la RA seria un proceso
gradual, espontaneo, que seria acelerado por la ZP, pero no iniciado por la misma. En
los ultimos afios, varios grupos demostraron que existen varias etapas previas a la RA
(Figura 14). Tanto en ratén como en cobayo, se descubrid que hay una relacién
temporal entre las cuatro etapas de la exocitosis acrosomal que representan los
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estadios transicionales que conducen a la liberacién completa de los componentes que
se encuentran dentro del acrosoma (Buffone etal. 2009; Kim etal. 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 descubrié que
la mayoria de los espermatozoides que fecundaban y se encontraban en el cumulus, ya
habian iniciado la RA y que, ademas, estos espermatozoides penetraban la ZP sin
detenerse demasiado tiempo en su superficie. Otro grupo afirma también que el
cumulus seria el sitio de exocitosis acrosomal y un nuevo concepto surgid en estudios
recientes sosteniendo que sindecan-1 (proteoglicano de heparan sulfato ubicado,
generalmente, en membranas) estd 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 excepcidon 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 fecundacion sea exitosa.

Escenario 1: en los alrededores del camulo por factores
solubles del cumulo y/6 del entorno oviductal.

Escenario 2: en la superficie del camulo por la matriz
extracelular y factores solubles.

cenario 3: dentro del cimulo y por factores
celulares y no celulares.

Escenario 4: en la superficie de la
zona pelucida y por ZP3.

Zona pelicida

Acrosoma
reaccionado

Figura 14. ¢Donde se inicia la exocitosis acrosomal? Los escenarios 1-4 ilustran ddénde los
espermatozoides podrian sufrir la exocitosis acrosomal mientras viajan al sitio de fecundacion. La
combinacion de técnicas antiguas y modernas de imdgenes in vivo, muy potentes, deberia ayudar a
resolver este problema en un futuro cercano (Buffone et al. 2014).
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Fecundacion

La fecundacion, definida como la unién de un espermatozoide con un oocito, en el
caso de los mamiferos es un proceso interno que ocurre en el oviducto, mas
especificamente en la ampulla. Cuando la gameta masculina logra llegar a este sitio de
manera coordinada con la ovulacion del oocito que se encuentra arrestado en
metafase I, tendrd que atravesar las distintas barreras que lo rodean antes de poder
ingresar al ooplasma (Figura 15).

Corona radiada

Zona Pelucida

Nucleo

Espacio perivitelino

Citoplasma

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

En la mayoria de las especies, el espermatozoide, una vez que atraviesa la unién Utero-
tubaria, se almacena en el istmo hasta el momento de la ovulacion. El epitelio del
istmo genera un microambiente que estabiliza al espermatozoide por un periodo
determinado hasta que se desencadena la ovulacion, momento en el cual, ciertos
factores femeninos estimulan la liberacidon del espermatozoide. Este proceso ayuda a
reducir el nimero de espermatozoides disponibles en el sitio de fecundacién, haciendo
gue la proporcion in vivo espermatozoide: oocito sea 1:1 o aun 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 reanudacién
de la meiosis, causando una rapida expansién del mismo, antes de que ocurra la
ovulacion. El componente principal de la matriz es el acido hialurénico (Russell &
Salustri 2006), que se encuentra asociado a distintas proteinas. Actualmente se
encuentra en discusion de qué manera los espermatozoides aptos logran atravesar el
cumulus. Se cree que el espermatozoide se abre paso gracias a la combinacion de dos
factores: uno enzimatico, 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 mecanico que consiste en la hiperactivaciéon que logra el espermatozoide
durante su pasaje por el oviducto (Green 1988; Bedford 1998; Kim et al. 2008). Una vez
gue el espermatozoide inicia la exocitosis acrosomal, continla su trayecto a través de
la ZP que protege al oocito de posibles danos fisicos y, luego de atravesarla, transita
por el espacio perivitelino rapidamente para fusionarse con la membrana plasmatica
del oocito, ultima barrera fisica que el espermatozoide debera atravesar antes de que

se produzca la fecundacion.

Descondensacion de la cromatina

El primer cambio visible que ocurre en el nucleo del espermatozoide luego de penetrar
la membrana del oocito es la ruptura de la envoltura nuclear y la interaccion de la teca
perinuclear con el ooplasma, coincidentemente con la descondensacién cromatinica
(Yanagimachi 1994). Previa incorporacion, el oocito esta arrestado en MIl y el nucleo
del espermatozoide estd altamente condensado e inactivo; por lo tanto, la fusién de
ambas membranas conduce a la descondensacion y el remodelamiento de los

genomas parentales (Figura 16).
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Figura 16. Alteraciones de la cromatina post-fecundacion. El panel de arriba ilustra la estructura de la
cromatina del espermatozoide maduro a partir del momento de la fecundacién, y en los estadios
siguientes en los cuales se produce la transicion protamina-histona, resultando en la descondensacion de
la cromatina del espermatozoide. En la parte inferior se ilustra la cronologia 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 descondensacion de la cromatina de
espermatozoides las aportaron Calvin y Bedford en 1973 (Bedford et al. 1973) cuando
descubrieron puentes disulfuro presentes en el nucleo del espermatozoide. Algunos
afios después, surgieron mas evidencias acerca de la pérdida de proteinas especificas
del nucleo que estaban unidas de manera no azarosa al ADN espermatico (Ecklund &
Levine 1975). Estas evidencias junto con hallazgos posteriores, permitieron
comprender dos eventos cruciales para que se produzca la descondensacion de la
cromatina. Uno de estos eventos involucra la reduccién 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 descondensacion de la cromatina, pareceria ser que las histonas que ya estan
presentes en el ADN de los espermatozoides no son reemplazadas, sino que se
conservan (Kopecny & Pavlok 1975; Ajduk et al. 2006; van der Heijden et al. 2006). Van
der Heijden y colaboradores (van der Heijden etal. 2008) demostraron que las
histonas con modificaciones especificas estan también presentes en el pronucleo
paterno, sugiriendo que nunca fueron reemplazadas (Figura 17).
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Figura 17. Elementos estructurales que el embrion hereda de la cromatina espermadtica. El ADN de las
espermdtidas redondas estd empaquetado por histonas (arriba), pero durante la espermiogénesis la
mayoria de estas histonas son reemplazadas por protaminas (medio, rojo). Luego de la fecundacion, 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 prontcleo masculino luego de la fecundacion. Las regiones de anclaje a la matriz nuclear
(MARs) seguramente serdn retenidas también en el prontcleo masculino (Ward 2010).

Teniendo en cuenta que el nucleo de los espermatozoides de mamiferos es rico en
uniones disulfuro que se forman a lo largo de su maduracién en el epididimo (Calvin &
Bedford 1971; Saowaros & Panyim 1979), es légico pensar que sea necesaria la accion
de un agente reductor de estos puentes disulfuro para que ocurra la descondensacion.
Esta hipdtesis fue confirmada mediante la realizacién de experimentos in vitro, en los
gue se utilizaron distintos agentes reductores no fisioldgicos para lograr la
descondensacion de la cromatina (Marushige & Marushige 1975; Witkin et al. 1975;
Zirkin & Chang 1977; Marushige & Marushige 1978; Wagner & Yun 1979; Young 1979),
agentes tidlicos mas SDS (Bedford etal. 1973; Mahi & Yanagimachi 1973; Gall &
Ohsumi 1976; Evenson et al. 1978). Sin embargo, ya hay bastante evidencia de que in
vivo, la tiorreduccion (reduccion de los puentes disulfuro) la lleva a cabo el GSH
presente en el oocito maduro en una gran variedad de especies de mamiferos
incluyendo la humana (Perreault et al. 1984; Calvin et al. 1986; Liu & Baker 1992;
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Sutovsky & Schatten 1997) y seria el paso limitante de la velocidad de
descondensacion nuclear espermatica (Zirkin et al. 1982; Perreault et al. 1987). Aun
mas, en 1997 Sutovsky y Schatten (Sutovsky & Schatten 1997) demostraron que la
deplecién de glutation (GSH) en oocitos de bovino impedia la formacién de los
pronucleos luego de la inyeccidon intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI).
Ademas, cuando se reducian los puentes disulfuro con DTT en estos oocitos
depletados de GSH se observd que la descondensaciéon nuclear se restablecia,
confirmando la necesidad del GSH para que la descondensacion ocurriera (Sutovsky &
Schatten 1997). Otros autores bloquearon la sintesis de GSH en oocitos de hamster y
obtuvieron el mismo resultado (Perreault et al. 1988). El GSH es un tripéptido (y-Glu-
Cys-Gly) que contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y
el grupo carboxilo de la cadena lateral del glutamato (Figura 18). Ademads, es
sintetizado durante la meiosis | (Perreault et al. 1988) y es el mayor componente no
proteico sulfatado del citoplasma del oocito de mamiferos (Abazari-Kia et al. 2014). El
tripéptido es un agente reductor enddgeno que protege a las células de la oxidacién y
gue cumple muchas otras funciones asociadas al metabolismos celular (Alton Meister
& Anderson 1983).

A B
o o SHH
HO)I\/\)LN N\)J\OH
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v-glu Cys Gly

Figura 18: Estructura quimica del glutation. A: esqueleto carbonado del glutation reducido. B:
estructura tridimensional de la molécula, en la que se pueden diferenciar los dtomos de carbono (gris),
hidrégeno (blanco) oxigeno (rojo), nitrégeno (azul) y azufre (amarillo).

El glutation existe en los estados reducido (GSH) y oxidado (GSSG). La sintesis
intracelular de esta molécula se produce por la accion secuencial de dos enzimas,
primero mediante la actividad de la enzima y-glutamilcisteinasintetasa (GCS), y luego
por la actividad de la enzima glutatién sintetasa. Mas del 90% del total del GSH
intracelular se encuentra como glutatiéon reducido, y el balance entre GSH y GSSG se
mantiene a través de un rapido reciclado de GSSG a GSH via la enzima glutatidon
reductasa (GR) (A Meister & Anderson 1983) (Figura 19). Hay evidencias de que los
oocitos regenerarian y mantendrian el GSH en estado tiol de manera similar al resto de
las células (Wiesel & Schultz 1981).
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Figura 19. Hipétesis de la adquisicion de la capacidad tiorreductora de puentes disulfuro del nicleo
espermadtico durante la maduracion oocitaria en mamiferos. En el momento de la fecundacion, el GSH
se oxida a GSSG como consecuencia de la reduccion de los puentes disulfuro de las protaminas (La
enzima responsable de esta reaccion es la glutation reductasa (GR)). Para que esto suceda, se requiere
tanto de la sintesis de un nivel relativamente alto de GSH intra-oocitario en oocitos arrestados en
metafase Il luego de la ruptura de la vesicula germinal; como de un adecuado sistema regenerador de
GSH en el momento de la fecundacion. PS-SP: protamina con puente disulfuro. PSH: protamina
tiorreducida. GSSG: glutation oxidado. GR: glutation reductasa (Modificado de Perreault, 1990).

La importancia fisioldgica del incremento del GSH durante la maduracion oocitaria fue
demostrada por el grupo de Perreault (Perreault et al. 1988) cuando vieron que la
capacidad descondensante del nucleo espermatico que posee el oocito, podia ser
blogueada o inhibida tratando los oocitos inmaduros de hamster (prometafase I-
metafase 1) con BSO (L-buthionina-S, R- sulfoximina), un compuesto que inhibe
especificamente a la enzima GCS. Los resultados obtenidos demostraron que la sintesis
de GSH durante los primeros estadios de la maduracion 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 Il,
sugiriendo que la sintesis y degradacion 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
descondensacion de la cromatina. Asimismo, la capacidad descondensante en oocitos
gue ya formaron sus pronucleos disminuye o se hace practicamente nula (Usui &
Yanagimachi 1976). Teniendo en cuenta toda la evidencia de experimentos previos,
pareceria ser que la capacidad descondensante es maxima en los oocitos maduros
arrestados en metafase Il, y menor en oocitos inmaduros que se encuentran en estadio
de vesicula germinal (VG) (Barros & Munoz 1973; Usui & Yanagimachi 1976; Berrios &
Bedford 1979; Tarkowski & Batakier 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 descondensacion, dado que una vez que las
protaminas sufren la reduccion de sus puentes disulfuro por medio del glutation, esta
molécula se oxida convirtiéndose en GSSG. Se podria suponer que los niveles
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necesarios de GSH para reducir los puentes disulfuro de las protaminas dependen de
su regeneracion mediante la actividad de la enzima glutation reductasa, que fluctua
con el estado de madurez de los oocitos (Wiesel & Schultz 1981). En 1988 Perreault
demostré (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 hamster equivale a una concentracién aproximada de 7,8 mM,
mientras que la misma aumenta a alrededor de 9-10 mM en oocitos ovulados de ratén
(Calvin et al. 1986). Por el contrario, las concentraciones de GSH en VG y oocitos con
pronucleo de hamster disminuye a 4-6 mM (Perreault et al. 1988). Este cambio en las
concentraciones en el que GSH es alto cuando el oocito esta arrestado en metafase, y
bajo cuando el oocito estd en interfase (VG o pronucleo), indicaria que las
concentraciones de GSH fluctian durante el ciclo celular del mismo vy, por lo tanto, la
sintesis de GSH estaria regulada por factores que regulan el ciclo celular (Zuelke et al.
2003). Una vez maduro el oocito, se frena la sintesis y los valores elevados de GSH se
mantienen por medio de la glutation reductasa (Luberda 2005). No se conocen todavia
las implicancias del rapido aumento en GSH durante las primeras etapas de la meiosis,
pero evidencias aportadas por el grupo de Soltaninassab (Soltaninassab et al. 2000),
indicarian que el tiempo intermedio entre la aplicacion de hCG y el incremento de GSH
seria suficiente para permitir la transcripcion y traduccién de la enzima GCS, enzima
catalizadora de la reaccion limitante de la sintesis de GSH. De estos experimentos,
también se desprende entonces, que el metabolismo del GSH estaria regulado por la
accion de las gonadotrofinas (Clague et al. 1992; Aten et al. 1992) y que las células del
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cumulus contribuirian 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 seria el factor limitante, no seria el Unico
determinante para que se produzca la descondensacion. La reduccion de los puentes
disulfuro no es suficiente para que se produzca la descondensacion in vitro. Una vez
gue las uniones disulfuro de las protaminas son reducidas, se cree que otros factores
deberian ganar acceso al ADN para dispersar la cromatina y remover las protaminas
asociadas a él (Perreault etal. 1988). Algunos grupos sostienen que la
descondensacion involucra la degradacién enzimatica de las protaminas (Marushige &
Marushige 1975; Zirkin & Chang 1977; Marushige & Marushige 1978; Zirkin et al.
1982), mientras que otros autores opinan que este evento ocurriria por mecanismos
no enzimaticos 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) realizd6 una serie de experimentos en los que eliminaba la actividad
proteasa de espermatozoides de hamster e insertaba su nucleo en oocitos ovulados;
luego, determinaba si ocurria la descondensacion y formacion de pronucleos. Como
consecuencia de los resultados de estos experimentos, Zirkin sostuvo que la
descondensacion del nucleo espermatico se inicia en la regidon postacrosomal y que la

misma continla a lo largo de la cabeza del espermatozoide mediante un proceso
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enzimatico que involucra la degradacidon proteolitica de las protaminas; y que la
reduccion de los puentes disulfuro es necesaria pero no suficiente. La hipodtesis
alternativa, considera la participacién de una macromolécula con fuerte carga negativa
que pueda competir con el ADN por las protaminas, y actuar como aceptora de las
mismas, posibilitando asi el reemplazo de las protaminas espermaticas por histonas
oocitarias. En 1966 Graham (Graham 1966) realizé experimentos con el fin de evaluar
la contribucién de los oocitos de Xenopus laevis sobre la sintesis de ADN y observéd
gue la capacidad del citoplasma de los oocitos maduros de inducir la sintesis del ADN
del nucleo 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
guien estaria controlando la sintesis de ADN y la mitosis. Teniendo en cuenta estos
resultados, en 1969 Merriam (Merriam 1969) y su grupo analizaron la relaciéon entre la
entrada de las proteinas del ooplasma al nucleo de espermatozoides introducidos en el
oocito maduro y la capacidad de inducir la descondensacién de la cromatina y la
sintesis de ADN. Como resultado, observaron que la descondensacién nuclear es un
evento esencial para que ocurra la sintesis de ADN y que depende de un conjunto
preferencial de proteinas que aparecen en el citoplasma de oocitos maduros. Unos
aflos mas tarde, Barry (Barry & Merriam 1972a) demostré que el nucleo de
precursores eritroides descondensaba en los oocitos maduros de Xenopus pero no en
oocitos inmaduros y afirmod que la descondensacion se podia reproducir in vitro
cuando se utilizaba heparina debido a que su naturaleza polianidnica probablemente
le conferiria la capacidad de desplazar las proteinas basicas del ADN. Si bien al
introducir espermatozoides en el ooplasma de oocitos se observa siempre la
descondensacion de la cromatina, cuando se inyectaron espermatozoides en oocitos
enucleados no se observé descondensacion. Sin embargo, cuando el material nuclear
fue introducido nuevamente, los espermatozoides si fueron capaces de descondensar
su cromatina (Lohka & Masui 1983). De la misma manera, cuando se inyectaron
espermatozoides de ratdn en oocitos de rata no hubo descondensacién hasta que la
envoltura nuclear del oocito no se hubiese desintegrado (Thadani 1979). Con toda esta
evidencia se pudo inferir que el nucleo de los oocitos contiene agentes
descondensantes que permanecen en una alta concentracién en el ooplasma luego de
gue ocurra la ruptura de la envoltura nuclear. Cuando en 1978, Laskey y colaboradores
(Laskey et al. 1978) purificaron las proteinas presentes en los nucleosomas de los
oocitos maduros de Xenopus laevis, se identificd una proteina capaz de unirse a las
histonas que se denomind nucleoplasmina. La nucleoplasmina es una proteina
altamente acida, termoestable y la mds abundante en el nucleo del oocito donde se
acumula. Esta proteina permanece en el citoplasma luego de la ruptura de la vesicula
germinal. En 1991, Philpott, demostré que la nucleoplasmina, presente en el
citoplasma de huevos de Xenopus (Philpott et al. 1991; Philpott & Leno 1992), era
intermediaria en la descondensacion de la cromatina en espermatozoides en esa
especie. También se demostrd esta funcion para la nucleoplasmina en Drosophila
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melanogaster y Mytiluscalifornianus (Ohsumi & Katagiri 1991; Kawasaki et al. 1994;
Rice etal. 1995; Philpott etal. 2000). Un estudio reciente sugiere que la
nucleoplasmina sufre modificaciones post-traduccionales que regulan su actividad de
chaperona y que, ademas, secuestra completamente a las histonas del ADN y también
a las histonas unidas a otras chaperonas (Onikubo et al. 2015). En mamiferos, incluido
el hombre, la nucleoplasmina no seria la responsable de la descondensaciéon 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 descondensacion de la
cromatina podia inducirse en oocitos de hamster, también fue posible demostrarlo in
vitro con espermatozoides humanos en presencia de concentraciones fisioldgicas de
heparina y GSH (Carranco et al. 1983; Jager et al. 1990). Ademas, la heparina tiene una
fuerte afinidad por las protaminas y puede combinarse con ellas para formar
complejos insolubles (Chargaff and Olson, 1938). Segun experimentos realizados por
Delgado en 1982, en los que evalué la capacidad descondensante de distintos
glicosaminoglicanos (GAGs), las diferencias en la capacidad descondensante dependian
del grado de sulfatacion 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 actie como descondensante de la cromatina
de los espermatozoides (Delgado et al. 1980), primero es necesario que atraviese la
membrana plasmatica. Teniendo en cuenta esto, la union del polisacarido a las células
seria un requisito para la internalizacion del mismo. La unién a la membrana y la
descondensacion estarian relacionadas vy, por lo tanto, seria necesario primero que la
heparina se una a su receptor para desestabilizar la membrana. Luego de la apertura
de la membrana y penetracion del espermatozoide, entonces las moléculas presentes
en el ooplasma tendrian acceso al nucleo del espermatozoide. Observaciones
mediante microscopia electronica mostraron que solamente aquellos espermatozoides
gue habian sufrido la descondensacion, fueron los que tenian heparina unida a sus
membranas (Delgado et al. 1982).

Los espermatozoides de mamiferos estan revestidos por una delgada cubierta llamada
glicocdlix que se ensambla durante su desarrollo, maduracion y contacto con el fluido
seminal (Figura 20). El glicocdlix es critico para la supervivencia del espermatozoide
durante su paso por el tracto reproductor femenino y su capacitaciéon. Toda la
membrana de la célula tiene glicolipidos que tienen asociados varias estructuras de
disacaridos, estos glicoconjugados interactian generando numerosos motivos de
senalizacion que regulan la funcion espermatica y, como resultado, la fertilidad. Los
proteoglicanos que albergan largas cadenas de GAGs tales como el heparan sulfato o el
condroitin sulfato, se superponen y extienden hacia el exterior. Como resultado de
distintas investigaciones realizadas durante varios afios, los glicosaminoglicanos se
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consideraron moléculas muy importantes en la regulacién de la funcién reproductiva
(Delgado et al. 1980; Reyes et al. 1984; Meizel & Turner 1986). El glicocalix contiene
moléculas que participan en actividades especificas relacionadas con la fecundacion. El
oocito también esta rodeado de un glicocalix, que consiste en una malla compleja de
glicoproteinas de la zona pellucida rodeada de una matriz extracelular de acido
hialurénico que contiene a las células del cumulus y sus conjugados especificos.

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 etal. 1979; Grimek etal. 1984). Sin embargo, los GAGs
fisioldgicamente activos son los que estan hidrolizados en el fluido folicular antes de la
ovulacion (Delgado & Zoller 1987; Gosden et al. 1988).
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Figura 20. Las principales clases de glicanos y glicoconjugados del glicocdlix del espermatozoide. Los
monosacdridos estdn coloreados con simbolos explicados en la leyenda. Las proteinas y los lipidos son
grises, excepto el colesterol que esta en color amarillo, y los lipidos de los esfingolipidos estdn en color
naranja. Los mamiferos sintetizan glicanos ensamblados con una docena de distintos monosacdridos;
algunos de los cuales pueden sufrir modificaciones tales como la sulfatacion o la acetilacion (Tecle &
Gagneux 2015). En esta figura puede observarse la variedad de compuestos glicosilados y lo complejo de
la estructura, otorgando especificidad a la interaccion entre el espermatozoide y el oocito.
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Los GAGs son polisacaridos cargados negativamente, compuestos por unidades
repetidas de disacaridos con o sin grupos sulfhidrilo asociados al esqueleto carbonado.
En los tejidos, los GAGs se encuentran en su forma de proteoglicanos, a excepcion del
acido hialurdénico. Algunos GAGs son el acido hialurénico (AH), el condroitin sulfato
(CS), el dermatan sulfato (DS), el heparan sulfato (HS) y la heparina (H). Considerando
los resultados obtenidos a lo largo de la historia en relacion a la descondensacion, en
un principio nos enfocaremos en los dos ultimos. Los polisacaridos de heparan sulfato
son una familia de polisacaridos lineales, heterogéneos y sulfatados que se encuentran
en la membrana y en la matriz extracelular como parte de proteoglicanos. La heparina
es un polisacarido estructuralmente similar que se encuentra en los mastocitos como
un componente del proteoglicano serglicina y que difiere en composicién con el HS de
varias especies de mamiferos (Gallagher & Walker 1985). Teniendo en cuenta la
definicion 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 esta predominantemente N-
sulfatada, mientras que en el HS la D-glucosamina estd predominantemente N-
acetilada. Las diferencias en sus caracteristicas estructurales hacen que la heparina
esté mas sulfatada vy, por lo tanto, mas cargada que el heparan sulfato (Rosenberg &
Lam 1979; Gallagher & Walker 1985). Ademas, 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).
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Figura 21. Caracteristicas estructurales del HS y la H. (a) Posibles patrones de sustitucion entre la H y el
HS. (b) la mayor unidad de disacdrido de la heparina, que corresponde al 70-80% de la molécula. (c) La
mayor unidad disacaridica de HS. La gran variacion en la composicion de HS también se observa entre
especies y tejidos. f(phi) y (psi) representan los dngulos de torsion en las uniones glicosidicas (Meneghetti
etal. 2015).

A pesar de estas diferencias, se encontréo HS con caracteristicas similares a la H en
varios tejidos y tipos celulares (Dietrich et al. 1987; Stringer et al. 1999; Shao et al.
2013). Seria posible, entonces, considerar a la heparina como una forma especifica de
tejido del HS. De hecho, debido a su similitud estructural con el heparan sulfato, a que
posee actividad biolégica 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 asociacion 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 biosintesis de la H y el HS comienza en el reticulo (Multhaupt & Couchman 2012) y
continva en el aparato de Golgi, donde varias polimerasas y enzimas modifican los
distintos sustratos, dotando a cada molécula de una serie de caracteristicas que le
conferiran su accién bioldgica particular. La H y el HS pueden interactuar con un gran
numero de proteinas (Mulloy et al. 2000; Meneghetti et al. 2015) La unidn de los
polisacaridos de H/HS a las proteinas, involucra la unidon de estos GAGs cargados a
residuos de lisina y arginina, asi como también interacciones con otros aminoacidos.
Esta caracteristica, es la que hace pensar en una posible interaccién 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
inducirian la descondensacion de nucleos espermaticos a través de un mecanismo de
neutralizacion de cargas idnicas de la cromatina (Delgado etal. 2001), es decir
mediante una interaccion directa de la heparina sobre la cromatina, sugiriendo que se
trataria de un fendmeno meramente electrostatico. Sin embargo, en nuestro
laboratorio se demostrd, utilizando heparinas quimicamente 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 veia fuertemente afectada por la
sulfatacion de la molécula, no sélo porque se altera la carga neta, sino porque se
modifica la ubicacion de las cargas en la unidad disacaridica (Romanato et al. 2003). La
localizacion de estas cargas determina las interacciones electrostaticas entre grupos
cargados a lo largo de la cadena sulfatada y, en consecuencia, la modificacion de la
sulfatacion de la molécula genera cambios conformacionales que, a su vez, modifican
su actividad bioldgica. Se propuso entonces que la actividad descondensante in vitro
de la heparina estaria relacionada con las caracteristicas estructurales de la molécula y
no solamente con la carga neta de la misma (anidnica,) que le permite competir con el
ADN por las protaminas.

Por otro lado, comparando las cinéticas de descondensacion de nucleos aislados vy
espermatozoides enteros, en nuestro laboratorio demostramos que la membrana
plasmatica del espermatozoide funcionaria como una barrera importante para que
ocurra la descondensacidén nuclear. Estos resultados revelaron que sélo aquellos
espermatozoides cuya membrana plasmatica fue alterada durante el proceso de
capacitacidn serian capaces de descondensar en presencia de heparina y GSH. Una vez
gue la membrana plasmatica se remueve al aislar los nucleos, se alcanza el 100% de
descondensacion gracias al acceso total de los agentes descondensantes al interior del
nucleo espermatico (Romanato et al. 2005).

Estudios de inmunocitoquimica, también llevados a cabo en nuestro laboratorio,
utilizando un anticuerpo anti heparan sulfato, permitieron demostrar la presencia del
GAG en el ooplasma de oocitos maduros de ratén y humanos, como asi 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 seria responsable, por lo menos en parte, de la
actividad descondensante de oocitos murinos frescos in vitro, a través de un micro-
ensayo de descondensacion 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 simultdneo o secuencial de agente
tiorreductor (GSH o DTT) y aceptor de protaminas (heparina/ HS) sobre la
descondensacion de espermatozoides humanos y nucleos aislados. Julianelli (Julianelli
et al. 2012a) observd que la adicidn en primer lugar de H sola provocaba una reduccién
significativa de la descondensacién a pesar de que el agente reductor fuera agregado a
continuacion de la misma, lo cual sugeria que la cromatina compacta no permite la
remocion total de las protaminas. Lo mismo observoé al utilizar el GSH y la H en el
orden inverso, indicando que el reductor requiere de la remocion parcial de las
protaminas mediante la accion de la H. Al analizar si el efecto cooperativo dependia de
la reduccion de los puentes disulfuro de las protaminas por accién del GSH, los
resultados revelaron que la H fomenta la actividad del GSH, confirmando asi, la
existencia de un efecto cooperativo entre ambas moléculas.

En conjunto, todos los resultados obtenidos durante estos afios en nuestro
laboratorio, indican que durante la descondensacidon in vivo de espermatozoides
humanos, el HS presente en oocitos humanos maduros, no sélo estaria actuando
como “aceptor” de protaminas, sino que también colaboraria con el GSH en la
reduccion de los puentes disulfuro presentes en las mismas (Julianelli et al. 2012b).
Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, creimos importante estudiar el proceso
de descondensacion espermatica en espermatozoides de ratdén con miras a utilizarlo
como posible herramienta indicadora del efecto de téxicos ambientales o ingeridos
sobre la funcién reproductiva.

Agentes toxicos ambientales o ingeridos

Actualmente, hay mucha evidencia que sostiene que la funcién reproductiva masculina
esta 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 exposicion a téxicos ambientales en relacién a la infertilidad, han
sido informados hace mucho tiempo (Figura 22). Los posibles efectos sobre la
reproduccion, luego de la exposicion 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 reproduccion, coincide con
el incremento y prevalencia de productos quimicos en el ambiente durante los ultimos
cincuenta afios. Algunas sustancias quimicas, alteran el desarrollo del sistema
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endocrino fetal en animales cuando estan en el Utero. De hecho, los tratamientos
realizados en animales de laboratorio generaron los mismos efectos que se observaron
en humanos o en animales salvajes. Ademas, se sabe que hay ventanas de tiempo
especificas durante la gestaciéon, en las que se produce el desarrollo fetal de las
gonadas, que son altamente sensibles a pequefios cambios endocrinos (Murray et al.
2001).

La patologia de la infertilidad masculina puede ser explicada como una cascada de
eventos moleculares, bioquimicos y fisiolodgicos, que por lo general es representada
por parametros espermaticos anormales. Una de las posibles causas por las que la
fertilidad se ve reducida es que los espermatozoides dafiados o defectuosos generan
grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés “reactive oxygen
species”) y éstas son responsables del dafio oxidativo (Ball et al. 2001). Los radicales
libres (RL) son especies quimicas que tienen un electrén no apareado, comportandose
de esta manera, como moléculas altamente reactivas (Hicks 2001). Son capaces de
causar dafio por reaccionar con diversas biomoléculas, sustrayendo electrones para
lograr su estabilidad. Los sustratos moleculares mas frecuentes incluyen a los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares, nucledtidos en el ADN, proteinas y
carbohidratos (Machlin & Bendich 1987; Vilar-Rojas et al. 1996; Beckman & Ames
1998). Entre las especies reactivas de oxigeno, se destacan fundamentalmente el
anién superoxido ('0,), el radical hidroxilo (‘OH), el anién hidroxilo (OH") y el peréxido
de hidrogeno (H,0,) (Beckman & Ames 1998; Sommer etal. 2000). Los
espermatozoides son altamente sensibles a los dafios causados por las ROS, pudiendo
resultar en dafo en la membrana celular y en el ADN, y conducir al deterioro de su
motilidad y funcién (Kumar et al. 2014). Su sensibilidad se debe, probablemente a la
ausencia de enzimas antioxidantes citosolicas y a la relativa abundancia de &acidos
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 oxigeno (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 oxidacion de dicho sustrato (Gutteridge & Halliwell 1989). Estas modleculas
funcionan colisionando con los RL y cediéndoles un electrdn, reaccion en la cual se
oxidan y convierten en RL débiles no toxicos. La evidencia sugiere que la alteracién en
el balance entre las sustancias peroxidantes y antioxidantes del semen conduce a
desdérdenes metabdlicos y funcionales de las células germinales masculinas, y seria 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 enzimaticos tales como el
GSH (Hsu etal. 1964), el acido ascorbico (Sharma etal. 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 quimicas en las que participan sustratos que interaccionan con RL.
Las mas importantes son la enzima superodxido dismutasa (SOD) (McCord JM 1969), la
catalasa (CAT) (Aebi et al. 1964) y la glutation peroxidasa (GSH-PX). La enzima SOD
actua previniendo la peroxidacion de la membrana plasmatica causada por radicales
superoxido, tanto intracelulares como extracelulares. Esta actividad debe ser
conjugada con la actividad CAT o GSH-PX para prevenir la accion de los perdxidos de
hidrogeno. La catalasa detoxifica a la célula del H,O, intracelular y extracelular
convirtiéndolos en agua y oxigeno (Kumar et al. 2014). La GSH-PX cataliza la reduccién
del perdéxido a agua utilizando al NADPH. En el sentido bioquimico, todos estos
sistemas contribuyen al estado redox de la célula y, sorprendentemente, tendrian la
llave de la regulaciéon homeostatica de los caminos de sefales de transduccion (Baker
& Aitken 2004). El GSH es necesario como coenzima por una variedad de enzimas,
incluyendo la GSH-PX, glutation S Transferasa (GST), y tioltransferasa. El sistema
antioxidante estd compuesto por GSH en conjunto con dos enzimas GPx y GR. Este
sistema cataliza la disminucion de peréxido de hidrégeno y el GSH opera en ciclos
alternando entre su forma oxidada (GSSG) o reducida. El GSH reduce el peréxido 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 critico de las proteinas
sulfhidrilicas, que son necesarias en la reparacion y expresiéon del ADN. El GSSG se
acumula y por lo tanto, la relacion GSSG/GSH es una buena medicion del estrés
oxidativo de un organismo. Tal como se menciond anteriormente, los RL inducen la
peroxidaciéon de lipidos, debido a la abundante presencia de fosfolipidos en los sitios
donde se forman los RL y especificamente los ROS (de Zwart etal. 1999). El
malondialdehido (MDA) es uno de los productos mas abundantes de la peroxidacién
lipidica y puede reaccionar con el ADN formando aductos que son mutagénicos en
células bacterianas y de mamiferos. La sensibilidad de la deteccion del mismo
mediante su reaccién con el acido tiobarbiturico (TBARs), lo convirtié en el ensayo de
eleccion para el screening y monitoreo de la peroxidacion lipidica y, a pesar de que en
la literatura la especificidad del ensayo respecto a los distintos compuestos del MDA
ha sido ampliamente discutida, aun sigue siendo comunmente utilizado para
determinar la peroxidacion lipidica. Con toda la evidencia previa acerca del dafo que
las ROS son capaces de producir, es importante evaluar el posible efecto de los toxicos
sobre el estado redox de las células, en nuestro caso particular, los espermatozoides,
para tratar de comprender el mecanismo de accion de los mismos.
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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 dinucledtido fosfato en su forma reducida; GG6PD: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (D. R. P. Tulsiani et al. 1998)

Muchos estudios han indicado la existencia de una conexion entre el estrés oxidativo y
el dafo 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 dafio del ADN en la
linea germinal masculina (Saleh et al. 2003; Aitken & Sawyer 2003; Aitken et al. 2003).
El dafio podria ocurrir a nivel del testiculo, del epididimo o post-eyaculacién. Algunos
cortes en el ADN podrian ser necesarios para reducir el estrés debido a la torsidon que
ocurre cuando se producen los cambios en la estructura terciaria del ADN, al
reemplazar las histonas por las protaminas en las espermatidas 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 Il 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
desnaturalizacion y la fragmentacion del ADN. De la misma manera, si no se produce
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una correcta oxidacidon de los tioles a puentes disulfuro durante el transito
epididimario, el ADN se torna mas vulnerable al dafio. En un estudio reciente en el que
se investigd la relacion de mecanismos hipotéticos responsables de la fragmentacion
del ADN espermatico, se descubrid que la mayor causa de rupturas de ADN es un
proceso de apoptosis, probablemente disparado por la deficiencia en la maduracién de
la cromatina en el testiculo y el estrés oxidativo durante el transito por el tracto genital
masculino (Muratori etal. 2015). Las enzimas que generan ROS en los
espermatozoides todavia 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 generacién de una proporcion de los
ROS detectados en los mismos (Vernet et al. 2001). Por otra parte, la linea germinal
masculina posee sistemas de NADPH oxidasa (NOX5) que es potencialmente capaz de
generar ROS en presencia de calcio y NADPH (Aitken 1997; Banfi et al. 2001). Otros
posibles sistemas de ROS en espermatozoides de mamiferos incluyen la lipooxigenasa
(Oliw & Sprecher 1989) tNOX (Aitken et al. 2003) y la citocromo p450 reductasa (Baker
et al. 2004). Asimismo, los espermatozoides poseen éxidorreductasas, que son capaces
de generar compuestos xenobidticos involucrados en la formaciéon de ROS durante el
ciclo redox (Aitken et al. 2003). Esta actividad podria ser inducida por una variedad de
sustancias quimicas, incluyendo tdxicos ambientales de varias clases, que podrian
contribuir asi a la generacién de ROS y al dafio del ADN in vivo (Anderson et al. 2003).

Los componentes con caracteristicas de disrupcion endocrina que pueden producir
efectos adversos en la reproduccion humana son de especial preocupacién, dado que
interfieren con el desarrollo y el funcionamiento de las hormonas sexuales y los
procesos tales como la produccién de espermatozoides y la ovulacion (Varghese et al.
2008; Bretveld et al. 2006). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece que
un desorganizador endocrino es una mezcla o una sustancia exégena que altera la
funcion del sistema endocrino y en consecuencia causa efectos adversos sobre la salud
de un organismo intacto, o su progenie o (Sub) poblaciones. Los sistemas fisioldgicos
afectados por un desorganizador incluyen a todos los sistemas hormonales
relacionados con el desarrollo y la funcidon de los érganos reproductivos, y también
enfermedades de los adultos, tales como la diabetes o enfermedades cardiovasculares
(Magbool etal. 2016). Antecedentes en la literatura sostienen que los
desorganizadores endocrinos, especialmente los contaminantes sintéticos
estrogénicos (xenoestrogenos), son factores que tienen cierta responsabilidad en la
reduccion de los pardmetros espermaticos, asi como también de otras afecciones tales
como la criptorquidia, las hipospadias y el cancer testicular (Campion etal. 2012;
Rouiller-Fabre et al. 2014; Svechnikov et al.). Los quimicos son una parte importante
de la vida moderna y las poblaciones silvestres y humanas no pueden evitar estar en
contacto con algunos productos quimicos, tales como aquellos empleados en la
produccién de alimentos, el control de patégenos y la generacién de productos
modernos. Se manejan diversas hipodtesis relativas al mecanismo de accion de los
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desorganizadores endocrinos, pero todavia es dificil llegar a un consenso acerca de sus
formas de accidén y efectos. Sumado a que los estudios realizados en animales de
laboratorio no pudieron aportar informacion adecuada relacionada con al rango de
efectos que se le pueden atribuir a la exposicion a los desorganizadores endocrinos in
utero, la variedad de concentraciones utilizadas en los ensayos experimentales por
distintos grupos, hace dificil relacionar los resultados con las observaciones en
humanos. No se conocen con certeza las concentraciones de desorganizadores
endocrinos representativas de la exposicion fetal. Existen varios factores que hacen
compleja la evaluaciéon de estos tdxicos, tales como la gran cantidad de agentes
guimicos que son desorganizadores endocrinos, la capacidad de estos compuestos
guimicos de bioacumularse en los lipidos del cuerpo y el metabolismo de los mismos
en el organismo. A pesar de los esfuerzos realizados para conocer el mecanismo de
accion de los desorganizadores, sus efectos todavia son desconocidos. Estas preguntas
solo podran resolverse combinando estudios in vitro en humanos con estudios in vivo
en animales experimentales. Asimismo, no hay suficiente informacion obtenida en
animales que pruebe el efecto de los desorganizadores hormonales sobre el desarrollo
y la funcién masculina. Es necesario desarrollar estrategias que permitan, al menos,
prevenir la decadencia del sistema reproductor femenino y masculino ante la
exposicidn a estos toxicos (Murray et al. 2001).

Endosulfan

La exposicion de hombres o mujeres a ciertos plaguicidas en determinadas dosis
podria incrementar el riesgo de anormalidades reproductivas tales como, disminucién
de la fertilidad, un déficit en nifios de sexo masculino, abortos espontaneos, defectos
de nacimiento o retardo en el crecimiento. Los plaguicidas utilizados en los lugares de
trabajo o por exposicion ambiental se incorporan a la leche materna. Algunos
plaguicidas se relacionaron con problemas en el desarrollo neurolégico o con
alteraciones de la funcion de células del sistema inmune y posiblemente también con
la leucemia infantil. En ensayos epidemiolégicos se observd que la exposicién a
mezclas de plaguicidas utilizados en lugares de trabajo, se relaciona con efectos
nocivos para la reproduccién y el desarrollo, sobre todo cuando no se usa la proteccién
adecuada. Cada clase de plaguicida tiene al menos un agente capaz de afectar la
reproduccion 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 mas peligrosos fueron
prohibidos o restringidos en los paises desarrollados, pero todavia se producen altas
exposiciones a estos plaguicidas en los paises mas pobres del mundo, o por los efectos
residuales, o por la continuada utilizacidén hasta terminar los productos ya acumulados
en los depositos. Los equipos requeridos para utilizar estas sustancias tales como la
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ropa protectora, mascaras y guantes son dificiles de tolerar en climas cdlidos o
hiumedos 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
reproduccion y el desarrollo, a menudo son asesorados en cuanto a los niveles de
exposicidn, balance de costos y beneficios, asi como también a adoptar practicas para
reducir o eliminar las dosis absorbidas. Los pacientes pueden no darse cuenta que, una
vez que acuden a la primera visita prenatal, la mayoria 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 concepcién
(Frazier 2007).

El endosulfan (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
endosulfan es un insecticida de amplio espectro que fue usado extensivamente en una
variedad de cereales, por mas de 30 anos. La forma pura del endosulfan es una mezcla
de dos estereoisdmeros, endosulfan- a y B, en una proporcion 7:3. Este plaguicida es
extremadamente téxico en peces e invertebrados y se lo responsabiliza de causar
toxicidad en las gonadas, genotoxicidad y neurotoxicidad asi como también disrupcion
endocrina (US EPA2002). Es liberado a la atmdsfera a través de deriva de aerosoles
(“spray drift”), volatilizacién posterior a la aplicacion y erosion de particulas de suelo
por el viento. En la naturaleza, es transformado en endosulfan sulfato, que es un
metabolito tdxico y persistente (Kataoka & Takagi 2013), pero puede ser eliminado de
la tierra contaminada por medio de la biodegradacidén. Algunos microorganismos
pueden degradar endosulfan sin producir endosulfan sulfato, y otros pueden degradar
este ultimo metabolito una vez que ha sido producido. Tanto el endosulfan como el
endosulfan sulfato fueron incluidos en la lista de contaminantes organicos persistentes
en la Convencién de Estocolmo que se realizé en abril del 2011. Todavia se puede
encontrar endosulfan presente en el campo porque fue utilizado ampliamente hasta
hace relativamente poco, y tiene una vida media de 60 dias en el caso del endosulfan-
o y de unos 800 dias en el caso del endosulfan —B (Stewart & Cairns). Es un
contaminante capaz de causar muchos problemas ambientales; a pesar de que sus
componentes fueron prohibidos en muchos paises, los residuos todavia son
detectados en campos de soja luego de mucho tiempo de haber sido aplicado. En un
estudio se reportd que la vida media de los residuos toxicos combinados (endosulfan
plus y endosulfan sulfato) se encuentra entre los 9 meses y los 6 afios (US EPA 2002). El
endosulfan esta sujeto a transporte atmosférico de largo alcance. Por ejemplo, un
reporte de 2008 del Servicio Nacional de Parques, sefalé que el endosulfan
comuUnmente contamina aire, agua, plantas y peces de Parques Nacionales en los EE.
UU; la mayoria de estos parques estdn lejos de las areas donde se usa el endosulfan
(Western Airborne Contaminants Assessment Project, National Parks Service).
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Figura 23. Estructura molecular del plaguicida endosulfdn. 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 mas conocidos efectos del endosulfan es su accion
blogueadora del canal de ClI" 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 CI" a la célula, GABA no puede unirse a su
receptor y entonces se dispara una respuesta descontrolada de excitacion en las
células (Silva & Gammon 2009). Se han estudiado ampliamente sus efectos sobre el
sistema nervioso central y su relacion con el déficit neurofisioldgico observado en
nifos, adolescentes y adultos. Hay evidencia que sostiene que la exposicion a este
plaguicida altera la expresion de proteinas asociadas a neurotransmision en la corteza
frontal (Cabaleiro et al. 2008). Por otro lado, se conoce que las sustancias quimicas,
como es el caso de los plaguicidas, pueden afectar el eje hipotalamo-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 endosulfan, se ha descubierto
gue produce problemas reproductivos en diversos modelos animales. Varios estudios
realizados utilizando ratas como modelo experimental, sostienen que el endosulfan
afecta a las células de Sertoli, disminuye el peso de los testiculos, 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 desérdenes frente a la
exposicidon al endosulfan, 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 disminucion en la produccion espermatica diaria y a un incremento de los
espermatozoides anormales y a actividad anormal de enzimas marcadores de testiculo,
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 toxicos ejercian su efecto. Si la cooperacién metabdlica que existe entre las
células de Sertoli y las células germinales se ve afectada por alguna perturbacion, es
posible que conduzca a disfuncidn testicular. Los cambios citotoxicos inducidos por
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endosulfan (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 separacion de las
células madre de las células de Sertoli, en una forma dependiente de la dosis y
también una disminucion en la viabilidad de ambos tipos celulares (Sinha et al. 1999).
Por otro lado, estudios realizados con el fin de analizar el efecto del endosulfan sobre
la reaccion acrosomal, demostraron que el plaguicida inhibe fuertemente la reaccién
acrosomal iniciada por progesterona o glicina en espermatozoides humanos (Turner
et al. 1997).

El endosulfan actua uniéndose a los receptores de estrogenos (Wozniak et al. 2005),
como muchos otros xenoestrogenos que ejercen sus efectos a través del receptor de
estrégenos unido a membrana e induciendo un ingreso de calcio que termina en la
malformacion de tejidos, cancer y otros disturbios. También demostré 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. Ademas, estudios epidemioldgicos en los que se investigo la
relacion entre el desarrollo puberal y la exposicion al endosulfan, revelaron
asociaciones entre la exposicion perinatal y postnatal, también observadas en estudios
realizados en animales de laboratorio (Milesi etal. 2012; Milesi etal. 2015). Los
estudios en animales de experimentacion 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 lipidica y la resistencia a ser metabolizados, algunos plaguicidas
organoclorados se acumulan en tejidos humanos. La exposicion ambiental a un solo
quimico durante un largo periodo es rara. Sin embargo, un grupo de autores fue capaz
de evaluar una poblacién de Kerala, India, que estuvo expuesta durante 20 afios a la
fumigacion aérea de endosulfan solamente. Cuando se estudié esta poblacidon, se
encontrd un retraso en la pubertad de varones indios asociado a una alta exposicion al
plaguicida, en comparacion con chicos que vivian en zonas no contaminadas. Los
valores séricos de endosulfan encontrados en nifios de un pueblo contaminado eran
de alrededor de 7,6 ng/g comparado con 1,4 ng/g en nifios control (Saiyed et al. 2003).
La region mas grande de Espaina destinada a la agricultura es la costa del Mediterraneo
en el sur del pais. Alli se detectaron concentraciones considerables de endosulfan | o Il,
o de sus metabolitos endosulfan-diol o endosulfan sulfato, en muestras de tejido
adiposos o sangre de mujeres que vivian en zonas expuestas al endosulfan (Botella
et al. 2004). De la misma manera, Carrefio reportd que el endosulfan-diol fue el
metabolito detectado con mayor frecuencia en mujeres (92%) y en hombres (70%) del
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sur de Espafa, seguido por el endosulfan-sulfato (Carrend etal. 2007). Ademas,
cuando se evaluaron muestras de placenta de mujeres de la misma zona, también se
encontraron residuos de endosulfan o sus metabolitos en las muestras (Lopez-
Espinosa et al. 2007). Varios estudios recientes indicaron la existencia de endosulfan
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 Africa (Sun et al. 2016), el Himalaya (Devi et al.
2015) e inclusive Argentina (Astoviza et al. 2016; Butinof et al. 2015), asi como también
de sus residuos en la poblacién de Europa (Ulutas et al. 2015) e India (Sharma et al.
2015).

Durante los ultimos afios, varios grupos investigaron el efecto del endosulfan sobre el
estado redox de las células. Algunos reportes sugieren que el plaguicida induce estrés
oxidativo y apoptosis en las células espermaticas mediante las vias mitocondrial y no
mitocondrial (Wang et al. 2012a; Xu et al. 2015). Otros autores también demostraron
gue el endosulfan produce peroxidacién de los lipidos y dafio oxidativo en testiculo de
rata (Sinha etal. 2001; Pal etal. 2009), afectando la funcién reproductiva. Como
mencionamos antes, las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-PX de testiculo actuan
como “scavengers” (basureros) de las especies reactivas del oxigeno y juegan un papel
muy importante en mantener “normales” a las células espermatogénicas. Es por esto
qgue, dado que es sabido que la vitamina E incrementa la actividad de estas enzimas
antioxidantes y reduce la acumulacién de radicales libres producida por el plaguicida,
se la ha utilizado en varios estudios con el fin de revertir su efecto (Wang et al. 20123;
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 endosulfan
(Takhshid et al. 2012; Ozmen & Mor 2012; Ozmen & Mor 2015).

Queda claro, entonces, que el endosulfan es un Contaminante Organico Persistente
(COP), que tiene alta capacidad de bioacumulacidn y alta persistencia en el ambiente,
generando graves desdordenes mentales y fisicos. En nuestro pais, el Ministerio de

4

Salud de la Nacion ha manifestado que “..el Endosulfdn, tiene propiedades

carcinogénicas para los seres humanos, especialmente en los casos de exposicion
cronica...”, que “..ademds, provoca alteraciones neuroldgicas que pueden asociarse
con dafios cerebrales permanentes, manifestdndose con deterioro cognitivo y
emocional, dafios en la memoria y afeccion visual. También afecta el sistema
inmunoldgico; tiene efectos adversos sobre el sistema reproductivo masculino, los
riiones y el higado; puede provocar hipotiroidismo y dafia los globulos rojos
sanguineos...” Como consecuencia de sus efectos y de lo establecido en el Convenio de
Rotterdam, el SENASA por medio de la Resolucion 511/ 2011, en su Articulo | resolvid
prohibir, a partir del 1 de julio de 2012, la importacion del principio activo Endosulfany
de sus productos formulados; asimismo en el Articulo Il resolvié prohibir a partir del 1°
de julio de 2013 la elaboracién, formulacion, comercializacién y el uso de los productos

gue contengan el principio activo Endosulfan. Sin embargo, dada la eficiencia de la
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accion de este plaguicida y su efectividad contra una amplia gama de insectos asi como
también a la persistencia del endosulfan 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 accion del endosulfan y su efecto sobre la cromatina de los
espermatozoides, que aun es desconocido.

Etanol

Asi como sucede con el endosulfan, los mecanismos de dafno que se asocian a los efectos
reproductivos por consumo de etanol en el macho, tampoco estan del todo
comprendidos. El abuso en el consumo de alcohol puede producir una variedad de
disturbios médicos, psicolégicos o fisicos 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 hipotalamo-hipofisario-gonadal, glandulas
endocrinas y hormonas (Anderson 1981; Gabriel et al. 1998; Zhang et al. 2005; Lan
et al. 2006). Perturba los sistemas de transduccién de senales, el control de la
proliferacién celular, la concentracion de calcio intracelular, la expresion proteica e
interfiere con los eventos de diferenciacion.

El equilibrio en la concentracién de etanol en un tejido depende del contenido relativo
de agua en ese tejido, es decir del contenido de agua, la velocidad de flujo sanguineo y
la masa de tejido. El etanol es practicamente insoluble en grasas y aceites, aunque al
igual que el agua, puede atravesar las membranas bioldgicas. Se distribuye desde la
sangre hacia todos los tejidos y fluidos en proporcion a su contenido de agua relativo.
La concentracion de etanol en un tejido depende del tejido y alcanza el equilibrio
rapidamente con la concentracion de etanol en plasma. No hay proteinas del plasma
gue se unan al alcohol (Cederbaum 2012).

La concentracidon de alcohol en sangre esta determinada por la cantidad de alcohol
consumida y por la presencia o ausencia de comida en el estdmago; estos dos factores
afectan el vaciado gastrico y la tasa de oxidacion del alcohol.

Una parte del etanol que es ingerido no ingresa a la circulacion sistémica, pero es
oxidada en el estémago por isoformas de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH)
como la cADH y la ADH clase | y clase Il. 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 higado, seguido por el tracto gastrointestinal, los rifiones, la mucosa nasal, los
testiculos y el utero. Existen multiples formas de ADH en el higado. Este primer paso
metabdlico podria modular la toxicidad del etanol, dado que su eficiencia determina la
biodisponibilidad del mismo. El etanol pasa rapidamente del estémago al duodeno
cuando el estdmago esta vacio. Esto minimiza el primer paso metabdlico,
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contribuyendo al aumento de la concentracion del etanol en sangre que se observa en
el estado de ayuno, comparado con el estado de alimentacion.

La principal enzima responsable de la oxidacion del alcohol, la ADH, esta presente en el
higado, al igual que (aunque en menor medida) el sistema oxidante de etanol
citocromo P450. El etanol es un nutriente que tiene valor caldrico. 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 mayoria de los nutrientes se encuentra bajo control
hormonal, generalmente hay poca regulacion hormonal que pueda marcar el ritmo de
la eliminacion del etanol. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el higado tiene
una mayor responsabilidad para oxidar el alcohol y removerlo del cuerpo.

Los animales con pequefio peso corporal metabolizan el etanol a velocidades mayores
gue los animales mas grandes, la velocidad de eliminacion del etanol en ratén es 5
veces mayor que la velocidad en humanos. Estas tasas de metabolizacién de etanol se
correlacionan con la tasa metabdlica basal de esa especie, indicando que la capacidad
de oxidar el etanol es paralela a la capacidad de oxidar los nutrientes tipicos. De todas
maneras, es importante resaltar que las calorias 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 jévenes tienen
velocidades de eliminacion de etanol muy bajas porque la ADH (y la CYP2E1) no estan
expresadas completamente. El higado fetal elimina etanol muy pobremente, lo que
podria estar involucrado con el sindrome de alcoholismo fetal (FAS, del inglés “Fetal
Alcohol Syndrome”). Hay cierta disminucion en la eliminacion del etanol con el
envejecimiento, probablemente debido a una menor masa en el higado o contenido de
agua. La velocidad de eliminacion del etanol es mayor en las mujeres cuando la misma
se correlaciona con la masa corporal. Debido a que las mujeres tienen pequefo
tamafio corporal y como consecuencia, poca masa corporal magra; la eliminacion de
etanol por unidad de masa corporal es mayor en las mujeres. Los hombres y las
mujeres generalmente tienen tasas de eliminacién de etanol similares cuando se
expresan los resultados como g/hr o g/l de volumen del higado. A causa del primer
paso del metabolismo en el estdmago, es posible que una dosis dada de etanol pueda
producir una mayor concentracién en hembras que en machos (Cole-Harding & Wilson
1987; Norberg et al. 2003; Baraona et al. 2001).

Como se menciond antes, el primer paso del metabolismo del etanol es catalizado por
la enzima ADH (Figura 23), que estda ampliamente presente en el higado, 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
acetaldehido y el cofactor NAD" es reducido a NADH+H". La reaccién de la ADH es
reversible. El segundo paso es catalizado por la enzima aldehido deshidrogenasa
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(ALDH). El acetaldehido es oxidado a acetato; el cofactor NAD" es reducido a NADH. La
reaccion mediada por la ALDH es esencialmente irreversible. La mayoria del
acetaldehido producido por la oxidacion del etanol es reoxidado a acetato en el
higado; los valores circulantes de acetaldehido son bajos en condiciones normales. La
mayoria del acetato producido abandona el higado y circula hacia los tejidos
periféricos donde es activado a acetilCoA, que es también un metabolito clave
producido por la mayoria de los nutrientes, carbohidratos, grasas y proteinas en
exceso. Debido a que las reacciones de las enzimas ADH y ALDH reducen NAD+ a
NADH, la proporcién redox NAD'/NADH" disminuye en el citosol. Esto tiene efectos
importantes en otras vias metabdlicas que requieren NAD" o son inhibidas por NADH.
Como la reaccién catalizada por la enzima ALDH se produce en las mitocondrias, la
proporcién NAD'/ NADH también disminuye alli.

El citocromo P450 es una familia de enzimas hemo que estan involucradas en la
oxidacién de esteroides, acidos grasos y numerosos xenobidticos ingeridos desde el
medio ambiente. CYP2E1 es miembro del citocromo P450 y tiene la actividad maxima
de oxidacion de etanol a acetaldehido. Ademas 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 remocién del H,0,, pero también puede
oxidar al etanol. Esta via estd limitada por las bajas concentraciones de H,0,
producidas en condiciones fisioldgicas y parece tener un rol insignificante en la
oxidacién del etanol en el higado.
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Figura 24. Representacion esquemdtica de las vias de metabolizacion celular del etanol. El Etanol es
metabolizado a acetaldehido por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), el citocromo P450
2E1 (CYP2E1) y la catalasa en una menor medida. El acetaldehido, a su vez, es oxidado a acetato
mediante la actividad de la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH). EI metabolismo del alcohol
mediado por la ADH resulta en la generacion de los equivalentes reducidos en la forma de nicotinamida
adenina dinucledtido (NADH) y acetaldehido, mientras que la oxidacion por CYP2E1 conduce a la
produccion de acetaldehido, pero también a la generacion de ROS. El consumo crénico de alcohol
incrementa la actividad de CYP2E1 y como consecuencia aumenta aun mds la produccion de ROS. NADH
es reoxidado a NAD" en la mitocondria, lo que también incrementa la produccion de ROS. Ademds, el
acetaldehido puede unirse al ADN, formando aductos estables con éste; las ROS resultan en productos de
la peroxidacion y peroxidacion lipidica tales como el MDA que también puede unirse al ADN formando
aductos. La oxidacion del etanol por accién 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 clinica, y en estudios
epidemioldgicos y comportamentales. Los efectos teratogénicos indiscutibles incluyen
retardo mental y un espectro de anormalidades en el desarrollo y el comportamiento,
asi como también, bajo peso al nacer (Streissguth et al. 1980). La mas severa de las
manifestaciones teratogénicas de la exposicion fetal al etanol causa un conjunto de
alteraciones fisioldgicas y neurofisiolégicas permanentes en la descendencia, y se
denomina sindrome de alcoholismo fetal (FAS, del inglés “Fetal Alcohol Syndrome”),
cuadro patoldgico descripto en 1973 por Jones y Smith (1973) y observado por primera
vez por Lemoine y colaboradores en 1968, a partir un patrén comun de defectos al
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nacimiento hallados en 127 nifios nacidos de madres alcohdlicas 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 vy la cantidad de exposicién no pueden explicar la variabilidad
entre los distintos individuos afectados, lo que sugiere que la vulnerabilidad fetal
estaria relacionada a la variabilidad genética. De todas maneras, no se conoce todavia
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
gestacion estan ampliamente documentados y comprendidos (Larkby & Day 1997;
Marjonen et al. 2015), los efectos potenciales del consumo de alcohol paterno previo a
la concepcidn sobre el feto en desarrollo estan muy poco aclarados en la literatura. Si
bien no se conocen aun los mecanismos por los cuales la exposicion paterna al alcohol
puede tedricamente afectar al feto, se cree que podrian producirse a nivel del ADN. La
literatura reciente sugiere que estarian relacionados con mecanismos epigenéticos
heredables, sobre los que podrian actuar los factores ambientales. Los cambios
epigenéticos en el ADN inducidos por el alcohol podrian ser responsables de los
efectos transgeneracionales como consecuencia del abuso de alcohol (Knezovich et al.
2012). Experimentos realizados en ratones, demostraron que la exposicion cronica al
etanol afecta la metilacion de genes con impronta genética (“imprinting”) en sus
espermatozoides, alteracion que serd transmitida a sus crias, provocando desdrdenes
mentales (Liang et al. 2014). Estos cambios en la impronta genética a través de la
metilacion de genes estarian relacionados con los efectos teratogénicos causados por
el alcohol (Stouder etal. 2011). Aun concentraciones de etanol que no inhiben el
crecimiento embrionario pueden producir anomalias genético-cromosdmicas
(Kaufman, 1997) en las gametas, posibilitando efectos genotdxicos de linea somatica,
como fue demostrado recientemente por el incremento de la frecuencia de
micronucleos en médula désea de ratén luego de la exposicidon paterna y materna
prolongada a etanol (Cebral et al. 2011). Es dificil comparar entre estudios, ya que
tanto las poblaciones estudiadas como el consumo de etanol varian
considerablemente entre los mismos (Jensen et al. 2014). Asi también es la variacidon
gue existe en el grado de sensibilidad de los distintos dérganos a los efectos
teratogénicos del etanol. Los factores criticos son el tiempo de exposicidon durante el
periodo prenatal y la dosis y frecuencia de exposicion (Cook et al. 1987; Zajac & Abel
1992; Zhang et al. 2005). Estudios recientes sobre el efecto del alcohol sobre la
condensaciéon de la cromatina y la integridad del ADN de espermatozoides de rata,
demostraron el efecto nocivo del alcohol sobre los parametros espermaticos, asi como
también efectos negativos sobre la integridad del ADN y el remodelamiento de la
cromatina, sugiriendo que el etanol podria inducir la apoptosis de los
espermatozoides. Por lo tanto, segln estos autores, el abuso de alcohol resultaria en la
produccién de espermatozoides con una cromatina menos compacta, lo cual seria una
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de las posibles causas de infertilidad asociada al consumo de alcohol (Rahimipour et al.
2013; A. R. Talebi etal. 2011). Ademas, 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 parametros espermaticos de hombre consumidores crdnicos
de alcohol que presentaban oligozoospermia, se observd un deterioro en la
concentracion espermatica, en la motilidad progresiva y en la morfologia normal. De
todas maneras, estas alteraciones no resultaron ser significativas cuando se las
compard con los controles (Kumar et al. 2014). El consumo moderado de alcohol no
parece ejercer mayores perturbaciones; pero contrariamente, los alcohdlicos crénicos
sufren los efectos en la reducciéon de la concentracion de sus espermatozoides y los
niveles de testosterona (Shayakhmetova et al. 2014). El etanol afecta a los testiculos y
a los espermatozoides mediante un mecanismo de peroxidacién lipidica (Siervo et al.
2015). Se encontré que consumidores de alcohol crénicos poseen los tubulos
seminiferos con espermatidas 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 descubrié que los pacientes infértiles que tomaban alcohol diariamente
presentaban un semen de peor calidad, asi como caracteristicas hormonales
significativamente peores que los grupos que consumian alcohol ocasionalmente
(Jensen et al. 2014).

Los efectos del consumo de alcohol sobre la funciéon reproductiva masculina
permanecen bajo discusién a pesar de todos los estudios que sostienen el efecto
perjudicial del alcohol sobre la linea germinal, el desarrollo testicular, los parametros
seminales, y la fecundacion (Anderson et al. 1989; Caires et al. 2012; Cebral et al.; Hirai
1988; Jang etal. 2011; Liang etal. 2015). Dadas las similitudes entre los
espermatozoides humanos y los de ratén y la ausencia de informacién relacionada con
los efectos del etanol sobre la estructura de la cromatina del espermatozoide,
elegimos como modelo experimental espermatozoides de ratéon para evaluar los
mismos.
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Hipdtesis

La descondensacion de la cromatina del espermatozoide, una vez producida la
penetracion del oocito, es fundamental para una correcta singamia. Las técnicas de
reproduccion asistida han demostrado que muchas anomalias espermaticas pueden
ser solucionadas, o pasadas por alto, pero no asi los defectos en la descondensacion
cromatinica. De este modo, el proceso de descondensacion representa un punto de
regulacién muy importante para una fecundacion eficaz. Por lo tanto, consideramos
gue el mismo constituye un buen indicador de los efectos de toxicos ambientales o
desorganizadores endocrinos sobre la reproduccion.

Objetivo principal

Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la descondensacion de la
cromatina del nucleo del espermatozoide de ratdn, relacionando los agentes
tiorreductores y “aceptores” de protaminas y evaluar el impacto de toxicos sobre este
evento.

Objetivos especificos

1- Capitulo 1: Estudiar el detalle molecular del proceso de descondensacidn
cromatinica en espermatozoides de raton.

2- Capitulo 2: Analizar el efecto del etanol y del plaguicida endosulfan (puro vy
formulado) sobre la descondensacion de espermatozoides de mamiferos.
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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). Ademas, se utilizaron ratones hibridos de la generaciéon F1 resultantes del
apareo entre machos BALB/C y hembras C57, criados en el Bioterio del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IByME-CONICET). Los procedimientos
experimentales fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica del IByME. Los
animales fueron hospedados en jaulas, agrupados de a 3 6 4 animales del mismo sexo,
recibieron alimento “Balanceado Cooperacion Rata-Ratén” (Asociacion Cooperativas
de Alimentos S.A., Buenos Aires, Argentina) y agua ad libitum; y se criaron a una
temperatura de 20°C * 2°C con periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. El cuidado
y la manipulacién de los animales se realizaron respetando las Guias Institucionales y
las Guias de Principios Sobre Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, auspiciada
por el NIH (ultima edicion publicada por National Academy Press, USA, 1996).

2. RECUPERACION DE ESPERMATOZOIDES Y CAPACITACION

Para recuperar espermatozoides del cauda epididimario, se sacrificaron ratones macho
por traccion cervical, se extrajeron rapidamente ambos epididimos y se transfirieron a
una placa de Petri conteniendo 300 pL de medio de cultivo A+B (ver Anexo)
suplementado con 0,3% de BSA. Posteriormente, se realizaron uno o dos pequefios
cortes en cada cauda epididimario para permitir la liberacién al medio de cultivo de los
espermatozoides matiles (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
suspension de espermatozoides se incubd en condiciones capacitantes (37°C bajo
atmodsfera de 5% de CO, en aire, 90 minutos) luego de ajustar su concentracién a 5 x
10° espermatozoides/mL.
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Figura 25. Esquema de la técnica empleada para obtener los espermatozoides de ratén. A: se
sacrificaron ratones macho y se les realizé una incisién transversal en el abdomen para tener acceso al
epididimo. B: usando pinzas se tiré suavemente una de las almohadillas de grasa testicular; los testiculos
asociados, conductos deferentes y epididimo 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 pequefios en el mismo y se introdujo en una gota de medio A+B para que se
produzca el “swim out”.

3. PARAMETROS EVALUADOS EN LA MUESTRA DE ESPERMATOZOIDES

3.1 Concentracion

La concentracion de espermatozoides (spz) murinos se determind utilizando una
camara de Neubauer (Figura 26). Para ello se realizd la dilucion (D) adecuada de la
muestra para el conteo y se colocaron 10 pL de la misma en la cdmara. El nimero de
espermatozoides se determind contando los espermatozoides contenidos en los
cuatro cuadrantes grandes (figura 2 B, celeste) mediante observacion al microscopio
de contraste de fase (Nikon Eclipse E200). La féormula empleada para recuento es:

Nro spz contados x D™ x 10*

X L]=
[X spz/mL] Nro cuadrantes contados
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Figura 26. Esquema de la grilla de la camara de Neubauer. Se utilizé la cdmara de Neubauer para
evaluar la concentracion de espermatozoides. A: cdmara de Neubauer, B: detalle del recuadro celeste en
cdmara de Neubauer o su equivalente en cdmara de Makler y C: detalle que se observa a 400X de
aumento.

3.2 Motilidad

Con el fin de determinar el porcentaje de espermatozoides métiles, se colocd una
alicuota de la suspensién de espermatozoides (10 L) entre porta y cubreobjetos y se
observé al microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse E200) a 400X. Se determind
el porcentaje de espermatozoides motiles sobre un total de 100 a 200 células
evaluadas.

4. DESCONDENSACION DE LA CROMATINA ESPERMATICA

4.1 Descondensacion en presencia de heparina y GSH

De acuerdo con nuestra experiencia previa en espermatozoides humanos y con el
objetivo de caracterizar la descondensacion en espermatozoides de ratén, evaluamos
el efecto de la heparina sobre dicho proceso. Para esto, se descondensaron
espermatozoides, previamente capacitados, siguiendo la técnica de descondensacién
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 uM durante distintos tiempos (15, 30, 45 y 60
minutos). Pasado el tiempo de incubacion, se fijé una alicuota de 30 pL en un volumen
igual de glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato salino (PBS). Se observaron dos
alicuotas de 10 plL de cada condicidon en microscopio con contraste de fase usando un
aumento de 400X y se determinaron los diferentes estadios de descondensacion tal
como lo describiera Bedford en el afio 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 alicuota. La
descondensacion 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 estadistico GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc.). Previamente se demostrd que la heparina, andlogo
estructural del heparan sulfato, tiene la misma actividad biologica en la
descondensacion in vitro de la cromatina espermatica (Romanato etal. 2003) y, en
virtud de su accesibilidad y menor costo, serd utilizada en los experimentos como
sustituto del heparan sulfato.

4.2 Evaluacion del efecto de diferentes GAGs sobre la cromatina espermdtica

Luego de observar la capacidad descondensante de la H sobre los espermatozoides de
ratén, se procedio a evaluar la capacidad descondensante in vitro de diferentes GAGs.
Se realizd la descondensacidon de espermatozoides murinos capacitados en presencia
de GSH 10mM, condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato (DS) 46 uM o 4acido
hialurénico (AH) 2 mg/ mL en medio de cultivo A+B a 37°C durante 60 minutos.
Transcurrido este tiempo, se determind el porcentaje de descondensacién tal como se
describié en la seccidon 4.1 y los resultados se graficaron utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.).

4.3 Evaluacion del uso secuencial del agente reductor de puentes disulfuro (GSH) y
del agente descondensante (GAG) en la descondensacion de espermatozoides
murinos capacitados

Para ahondar en el mecanismo del proceso de descondensacién nuclear en
espermatozoides murinos, quisimos ver (siguiendo el protocolo utilizado por Julianelli
(Julianelli et al. 2012a) en nuestro laboratorio, para espermatozoides humanos), si
existia 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 uM o DS 46 uM y GSH 10 mM) a 37°C durante 45
minutos (control positivo de descondensacion). Simultaneamente, 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 vy,
al cabo de dicho tiempo y previo lavado por centrifugacién, se agregoé el reactivo
complementario durante 30 minutos mas, tal como se detalla en la Tabla 1. Los
lavados entre incubaciones se realizaron por centrifugacion a 2000 xg durante 3
minutos con medio A+B suplementado con 0,3% BSA. Para descartar cualquier efecto
qgue pudiera provocar el lavado entre las incubaciones, los controles de
descondensacion (H/GSH o DS/GSH) también se lavaron luego de los 15 minutos de
incubacién y se incubaron en la misma mezcla descondensante durante 30 min
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(controles de lavado: GSH+H,,, y GSH+DS},,). Cumplido el tiempo final de incubacion, se
detuvo la reaccion por fijacion con glutaraldehido y se determind el porcentaje de
descondensacién de la forma habitual.

C C C C C GSH+Hy,, | GSH+DSy,, 1 2 3 4
GSH v v v v v v v
H v v v v
DS v v v v

Centrifugado y lavado

GSH v v v v
H v v
DS v v

Tabla 1. Esquema experimental utilizado para evaluar el efecto cooperativo entre H o DS y GSH sobre
la descondensacion in vitro de espermatozoides murinos. C: controles en los que se incubaron
espermatozoides con los distintos reactivos durante 45 minutos sin interrupciones; GSH+H,, y
GSH+DS,,,: controles de espermatozoides incubados en presencia de GSH y uno de los GAGs, cuya
descondensacion 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 dermatadn sulfato; 2 y 4: espermatozoides incubados primero con heparina o dermatdn sulfato, y
luego del lavado con GSH solamente.

4.4 Cinética de la descondensacion de la cromatina en presencia de heparina y GSH

Con el fin de evaluar el progreso de la descondensacién in vitro a lo largo del tiempo,
se incubaron espermatozoides no capacitados y capacitados en presencia de H o DS
(46 uM) y GSH (10 mM). Luego de 15, 30, 45 y 60 minutos de incubacién se fijaron
alicuotas en un volumen igual de glutaraldehido al 2,5% en PBS y se determiné el
porcentaje de descondensacion total como se describiera previamente. Las curvas de
descondensacion en funcién del tiempo obtenidas se graficaron con el programa Sigma
Plot (Systat Software, Inc).

4.5 Curvas dosis — respuesta de los glicosaminoglicanos heparina y dermatdn sulfato

Para analizar el efecto de distintas concentraciones de heparina o dermatan sulfato
sobre la descondensacion, 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 uM). Finalizada
la incubacion, los espermatozoides se fijaron y observaron al microscopio tal como se
detallé en la seccidn 4.1.
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4.6 Andlisis in silico de las protaminas murinas P1 y P2 y de los glicosaminoglicanos
dermatdn sulfato y heparina

Con el objeto de explicar las diferencias encontradas entre los dos glicosaminoglicanos,
dermatan sulfato y heparina, frente a la descondensaciéon cromatinica, se inicié un
estudio in silico de estas moléculas, conjuntamente con las protaminas P1y P2.

A tal fin, se obtuvieron las secuencias proteicas de ambas protaminas de ratoén,
utilizando la base de datos RCSB Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Para la protamina P2 se utilizd la
secuencia de la forma mas corta que es la que permanece unida al ADN luego de sufrir
un procesamiento posterior a su incorporacién a la cromatina (Balhorn 2007). Una vez
obtenidas las secuencias, se modeld la posible conformacion espacial utilizando el
Swiss-Model (es un servidor para realizar modelado por homologia, completamente
automatizado, accesible a través del servidor Web http://Expasy.org). En el mismo
servidor Expasy.org se utilizaron herramientas de analisis proteico para calcular el
punto isoeléctrico (pl) de ambas proteinas.

Una vez obtenidos los templados posibles y la conformacion espacial resultante, el
archivo pdb correspondiente fue utilizado con el programa HyperChem (HyperChem
8.08, HyperCube Inc.) que permite realizar calculos cudnticos y electrénicos.

Para los GAGs se utilizd 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 dermatdn sulfato (dermatan83-
allol_expanded.pdb). Ambos archivos fueron depurados para mostrar solamente un
modelo vy liberarlos de moléculas de agua y/o sodio.

De la misma forma en que se procedid con las protaminas, para los GAGs se utilizé el
programa HyperChem 8.0.8 (Hypercube, Inc.) para realizar los calculos electrénicos.

4.7 Evaluacion del efecto sinérgico entre heparina y dermatdn sulfato en la
descondensacion nuclear espermadtica

Para evaluar la existencia de un posible efecto sinérgico entre la heparina y el
dermatan sulfato, primero fue necesario determinar las concentraciones dptimas de
dichas moléculas, para lo cual se utilizaron las curvas dosis respuesta realizadas segun
se indicara en la seccion anterior. Estas concentraciones resultaron ser 46 uM para el
dermatan sulfato y 0,46 puM para la heparina, tal como se podrda observar en
Resultados (Seccidén 1.6). A continuacién, se evalud el posible efecto cooperativo de
ambos GAGs sobre espermatozoides murinos capacitados y no capacitados, en
presencia de GSH 10 mM vy heparina 0,46 uM, dermatan sulfato 46 uM o la
combinacion de ambos GAGs, durante 15, 30, 45 y 60 minutos de incubacién en las
condiciones habituales. Se detuvo la reaccion con glutaraldehido y se observé al
microscopio de contraste de fase tal como se describiera previamente.
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4.8 Evaluacion de la ultraestructura de espermatozoides mediante microscopia
electronica de transmision.

Para ver el estado de las membranas plasmatica y acrosomal externa e interna luego
del proceso de descondensacion nuclear, se incubaron espermatozoides murinos en
presencia de GSH (control negativo), H 0,46 uM/GSH, DS 46 uM/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 10° espermatozoides, se fijaron con
glutaraldehido al 3% en PBS a 4°C. Luego de 18 horas, las muestras fijadas fueron
tratadas con tetréxido de osmio al 1,3%, deshidratadas con concentraciones crecientes
de etanol frio y lavadas con oxido de propileno a temperatura ambiente. Los pellets
fueron sumergidos en Eponate 12 - Araldite (Pelco, Redding, CA, USA) y cortados en
ultramicrétomo con una cuchilla de diamante. Luego de una coloracion doble con
acetato de uracilo y citrato de plomo, los cortes fueron analizados con un microscopio
electrénico Zeiss EM 109T (Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios de
Microscopia Electrdnica, LANAIS-MIE, Buenos Aires, Argentina) (Figura 27).

Figura 27. Microscopio electronico Zeiss EM 109T utilizado para realizar la microscopia electronica de
transmision.

5. EVALUACION DEL EFECTO DEL ENDOSULFAN

Para analizar los efectos del endosulfan se utilizd el principio activo (Al, del inglés
active ingredient) y dos formulaciones distintas del mismo. El endosulfan puro es una
mezcla de dos isdmeros: el alfa (a) y el beta (B). Se comercializa como un concentrado

76



Materiales y Métodos

emulsionable y debe contener al menos un 94% de endosulfan de acuerdo con las
especificaciones de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura (FAQ). Las formulaciones del endosulfan incluyen el ingrediente activo,
ingredientes inertes, aditivos y coadyuvantes. Los experimentos que se muestran a
continuacion se realizaron con endosulfan marca Master® y endosulfan 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 Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) clasifica al endosulfan como
Categoria Ib —Altamente Peligroso. La Uniéon Europea también lo califica como
Altamente Peligroso. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica al endosulfan
en Categoria Il -Moderadamente Peligroso. Se ha considerado que la clasificacion de la
OMS es inapropiada, considerando la clasificacion aceptada en paises de todo el
mundo y la informacion disponible sobre su toxicidad.

Se evaluard el efecto de Endosulfan en espermatozoides murinos y humanos como se
detalla a continuacién:

Evaluacion del efecto in vitro del endosulfdan en espermatozoides murinos

5.1 Evaluacion del endosulfdan sobre la motilidad

Para evaluar el efecto del plaguicida sobre la motilidad, se incubaron espermatozoides
murinos capacitados en presencia del principio activo (de aqui en adelante endosulfan
puro) y sus dos formulaciones distintas, en una concentracién igual a 100 uM, durante
15 minutos a 37°C. Luego, la motilidad se determind tal como se describié en la
seccion 3.2.

5.2 Curva dosis — respuesta de endosulfdn sobre la descondensacion in vitro

Con el objetivo de evaluar el efecto del endosulfan sobre la descondensacion de la
cromatina espermatica, se preincubaron espermatozoides murinos capacitados
durante 15 minutos en presencia de concentraciones crecientes (100 pM, 10 nM, 1
UM, 100 uM) de cada una las dos formulaciones comerciales antes descriptas, o con
endosulfan puro. Dado que las diluciones seriadas del plaguicida se realizaron en
DMSO (dimetilsulféxido). Como control negativo se incubd una alicuota de
espermatozoides en presencia de DMSO sdlo (1 ul de DMSO puro en 99 ul de la
suspension de espermatozoides, para obtener la misma concentracion de DMSO que la
utilizada para la mayor concentracion del plaguicida). Luego de la preincubacion en
presencia del toxico, se realizd el ensayo de descondensacién en presencia de H/GSH
(H 4,6 pM / GSH 10 mM) durante 30 minutos a 37°C, se fijaron alicuotas de cada
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condicion con glutaraldehido, se observd al microscopio de contraste de fase y se
construyd una curva dosis-respuesta con el programa Sigma Plot (Systat Software, Inc).

5.3 Evaluacion de la fragmentacion del ADN mediante la técnica de TUNEL

El ensayo de TUNEL es una cuantificacidon directa de la fragmentacion en el ADN que
consiste en la incorporacién de dUTP fluorescente en las rupturas simple y doble
cadena del mismo, mediante una reaccién 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
citobmetro. 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 poblacidon
total (Schulte et al. 2010).

ADN sin dafio ADN fragmentado
I A
%ﬁircaf(_
3"-OH Yo
dNTP
L s LR s
O Nucleétido incorporado dNTP O Biotina & Estreptavidina

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 nucleétido acoplado a biotina-estreptavidina
mediante la accion de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT).

Se preincubaron espermatozoides capacitados en presencia de endosulfan puro o sus
dos formulaciones comerciales durante 15 minutos, se descondensaron luego en
presencia de H (2,3 uM) y GSH (10 mM) durante 30 minutos de la forma habitual (MM
Seccion 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
endosulfan. Se fijaron alicuotas de espermatozoides provenientes de cada condicidon
de descondensacion y previamente preincubados o no en plaguicida, en
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paraformaldehido al 2% en PBS (pH 7,4 Gibco) durante una hora como minimo a 4°C.
Cada muestra se colocd en un pocillo (4 mm de didmetro) de un portaobjetos

|II

multipocillo (“multiwell”) y se dejoé secar vy fijar al vidrio. Luego de una hora, cada
pocillo se lavd 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 realizd un control positivo incubando
un pocillo adicional con DNAsa (1 Ul/mL) durante 30 minutos, y en otro pocillo, se
omitid 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 condicidn, se evaludé un total de 500 espermatozoides
mediante microscopia de fluorescencia utilizando un filtro verde (lsotiocianato de

fluoresceina, 488 nm) (Rougier et al. 2013).

5.4 Evaluacion del estado de tiorreduccion de los espermatozoides

Con el objeto de evaluar la cantidad de tioles libres en general en los espermatozoides
como una indicacion global de la tiorreduccién, se tifieron espermatozoides murinos
con el reactivo tidlico monobromobimane (Shalgi et al. 1989). El monobromobimane
es una sonda fluorescente que se une a tioles libres, utilizada para la determinacién
del estado redox de tioles proteicos en sistemas bioldgicos. La derivatizacion in situ
utilizando monobromobimane resulta en la deteccién total de los tioles libres,
emitiendo fluorescencia de color azul (Figura 29).
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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
tidlico en general, debido a la importancia que los puentes disulfuro tienen no
solamente en la condensacion de la cromatina sino también en la motilidad,
espermatozoides murinos capacitados se preincubaron en presencia de endosulfan
puro durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente, se realizd el ensayo estandar de
descondensacion en presencia de H/GSH, durante 5 y 30 min a 37°C (el control
negativo se realizé en presencia de GSH sélo). Al cabo de cada tiempo de incubacidn,
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se fijo una alicuota de 30 pl de cada condicién en glutaraldehido y se observé al
microscopio de contraste de fase. Las suspensiones de espermatozoides incubados en
condiciones descondensantes durante 5 minutos se lavaron 2 veces por centrifugacion
a 800 xg durante 10 min y cada pellet se resuspendid en PBS, ajustando la
concentracion final a 4-8 x 10° células/mL. Se colocaron 10 uL de cada condicién sobre
portaobjetos, se secaron al aire y se incubaron con el reactivo tidlico
monobromobimane. Se prepard en el dia una solucion de mBBr 0,5 mM en PBS, a
partir de un stock 50 mM en acetonitrilo (Shalgi et al. 1989), que se agregd 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
excitacion de 340-380 nm y un filtro de emisién mayor a 450 nm. La intensidad de
fluorescencia de cada célula fue cuantificada en unidades arbitrarias (UA) utilizando la
funcion RGB del software ImagelJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Se realizaron duplicados
de los tratamientos y se cuantificaron al menos 200 espermatozoides en cada
condicion experimental.

5.5 Evaluacion del efecto in vitro del endosulfan sobre el estado redox de los
espermatozoides.

5.5.1 Preparacion de las muestras

Para determinar la actividad de las enzimas GST y SOD, y medir el contenido de GSH y
la peroxidacion lipidica; se incubaron 7,5 x 10° espermatozoides/mL previamente
capacitados en presencia de endosulfan puro o las formulaciones (100 uM) 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 centrifugé a 12000 rpm
por 15 min.

5.5.2 Actividad de GST

La actividad de la enzima Glutatidon S Transferasa fue medida por la técnica de Habig
(Habig et al. 1976). Brevemente, la mezcla estandar del ensayo contenia la muestra
enzimatica, una solucién 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 solucion 100 mM de PBS (pH 6.5).
Luego de agregar el CDNB, el cambio en la absorbancia se siguié por 120 segundos.
Una unidad de GST fue definida como la cantidad de enzima que cataliza la formacion
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de 1 mmol de GS-DNB por minuto a 25°C vy 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 fotoquimicos para generar aniones superoxido
('0,)) a partir de la oxidacién de riboflavina. Este anidn se puede detectar por medio de
una reaccidon colorimétrica con el compuesto nitroazul de tetrazolio (NBT), que da
como producto azul de formazan. Cuando estd presente en la muestra, la enzima SOD
inhibe la formacién de azul de formazan, por disminucion de la concentracién del ‘O,
del medio. Al aumentar el volumen de extracto enzimatico, disminuye la concentracién
de este producto y determinando la disminucién de la velocidad de reaccidn, se puede
calcular la actividad enzimatica. La actividad de la enzima superdxido dismutasa se
mididé usando el procedimiento modificado de Beauchamp y Fridovich (Beauchamp &
Fridovich 1971) en una microplaca. La mezcla estandar del ensayo contenia la muestra
enzimatica, 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 fria intensa durante 5 minutos.
Definimos una unidad enzimatica SOD (Usop) como la cantidad de enzima necesaria
para inhibir en un 50% la formacién de azul de formazan en el tiempo del ensayo. Las
muestras fueron medidas en un lector de microplacas Benchmark (BIO-RAD
Laboratories) a 560 nm vy 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 oxidacién del glutation reducido (GSH) por accion del acido 5,
5’ ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB). Esta reaccién da como producto acido 5 tio 2-
nitrobenzoico (TNB), cuyo pico de absorbancia estd en 412 nm. Esta absorbancia
resulta proporcional a la cantidad de GSH presente en la muestra. Los niveles de
glutation fueron medidos siguiendo el procedimiento de Anderson modificado
(Anderson 1985). Brevemente, se desproteinizd la muestra (sobrenadante de
homogeneizado celular) con acido sulfosalicilico al 10% en una relacién 2:1. Se usaron
80 pL de muestra + 40 pL de &acido sulfosalicilico al 10%. Luego, las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 7000-10000 rpm y se usé 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 realizd una curva de calibracion de GSH
colocando 0, 5, 10, 15, 20 pL de solucién estandar de GSH 1 uM (preparada en acido
sulfosalicilico) y se incuba igual que las muestras a un volumen final de 250 pL. Tanto
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las muestras como la curva de calibracién 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 Peroxidacion lipidica

La técnica de peroxidacién lipidica se determina midiendo las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARs). Esta técnica se basa en la reaccion del MDA (uno de los
productos finales de la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados) con el acido
tiobarbiturico (TBA) en medio acido, en caliente, para dar un compuesto coloreado.
Para realizar la medicidon se colocan 175 uL de cada muestra con 1 mL de reactivo
MDA. El reactivo de TBA se prepara disolviendo 0,375 % p/v de TBA en una solucién
acida de TCA al 15% y acido clorhidrico 0,25 N en agitacién a no mas de 60 2C. Una vez
gue la solucién esta homogénea y esté a temperatura ambiente se agrega BHT en
etanol a concentracion final de 0,68 mM. Para preparar el reactivo de MDA se agrego
0,37 g de TBA, 2 mL de HCI, 30 mL de TCA 50% y 680 mL de BHT 100 mM, se llevo a
volumen final con agua destilada. Las muestras se calentaron durante 45 minutos v,
luego de centrifugarlas, se determiné la absorbancia del sobrenadante a 535 nm.
Luego, se calcularon los moles de MDA por mL de muestra.

Evaluacion del efecto in vitro del endosulfdan en espermatozoides humanos

5.6 Obtencion 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 asegurd la confidencialidad de
datos y el uso de las muestras exclusivamente para los experimentos aqui detallados,
con aprobaciéon del Comité de Etica del IBYME. Las muestras fueron obtenidas por
masturbacion luego de 36-48 horas de abstinencia sexual; se permitio la licuefaccién
del semen y se procesaron dentro de la hora de obtencién.

5.7 Procesamiento de las muestras de semen, obtencion de fraccion altamente motil
y capacitacion espermdtica

Luego de transcurrido el tiempo necesario para que ocurra la licuefaccién del semen,
se obtuvo la fracciéon de espermatozoides altamente moétiles mediante la técnica de
“swim-up”. Para ello, se fracciond la muestra en alicuotas de 500 uL en tubos cénicos
de 15 mL (Falcon) y se agregd, 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
angulo de 45° durante 90 minutos a 37°C y bajo atmdsfera de 5% de CO, en aire
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permitiendo, de esta manera, que los espermatozoides de mejor motilidad pudieran
nadar hacia el medio fresco. Posteriormente, se recuperé cuidadosamente el
sobrenadante y se determind la concentracion de espermatozoides como se detallara
a continuacion y el porcentaje de espermatozoides moétiles, segin la metodologia
descripta previamente para espermatozoides murinos en la seccién 3.2. La fraccién de
espermatozoides motiles, asi obtenida, se incubd en condiciones capacitantes: 18
horas en medio HTF-26B, a 37°C en una atmodsfera de 5% de CO, en aire y en una
concentracion de 5-10 x 10° espermatozoides/ml.

La concentracion de espermatozoides humanos se determind utilizando una camara
de Neubauer (Figura 26). Para ello se realizé una dilucion 1:20 de la muestra y se
colocaron 10 pL de la misma en la camara. El niumero de espermatozoides se
determiné contando los espermatozoides contenidos en 5 cuadrados pequefios (rojo)
mediante observacion al microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse E200).

Solo se utilizaron las muestras consideradas normales de acuerdo con los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010):

Volumen > 1,5 mL

Viabilidad > 58%

Motilidad > 40%

Concentracién > 15 x 10° espermatozoides/ mL
Cantidad total > 39 x 10° espermatozoides/eyaculado

5.8 Evaluacion del efecto del endosulfan sobre la viabilidad y la motilidad
espermadtica.

Con el fin de analizar si el endosulfan afecta los pardmetros generales de funcionalidad
de espermatozoides humanos se realizdé una curva de dosis-respuesta de endosulfan
formulado Zebra Ciagro®, se eligidé este endosulfan porque demostré tener la mayor
toxicidad sobre espermatozoides murinos. Espermatozoides humanos capacitados se
incubaron en presencia de endosulfan (1- 12,5- 25- 50 y 100 uM) durante 30 minutos a
37°C, y se evalud en primera instancia la motilidad y concentracién espermatica tal
como se detallara en la seccion 3. Ademas, se determind el porcentaje de
espermatozoides vivos utilizando Eosina Y (colorante de exclusién). Una alicuota de 5
uL de semen se mezclé con una alicuota de 5 plL de colorante (0,5 mg/mL en PBS) y se
homogeneizé cuidadosamente. Luego de 30 segundos se observo al microscopio (400
X) y se determind el porcentaje de espermatozoides vivos (no tefiidos) sobre un total
de 200 espermatozoides.
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5.9 Evaluacion del efecto in vitro del endosulfan sobre la descondensacion de la
cromatina de espermatozoides humanos.

Los espermatozoides humanos incubados en condiciones capacitantes se expusieron a
endosulfan puro, Master® o Zebra Ciagro® en una concentracién igual a 100 pM
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 uM en HTF-26B a 37°C
durante 30 minutos. Los controles consistieron en incubaciones paralelas con GSH o
heparina solos. Finalizado el tiempo de incubacion, se fijaron las alicuotas con
glutaraldehido y se determind el porcentaje de espermatozoides descondensados tal
como se describié en la seccion 4.1.

6. EVALUACION DEL EFECTO DEL CONSUMO DE ETANOL SOBRE ESPERMATOZOIDES
MURINOS.

6.1 Intoxicacion de los ratones con etanol (in vivo)

Para realizar los experimentos in vivo se utilizaron ratones macho CF1 de 60 dias de
edad, mantenidos en las condiciones indicadas previamente en la seccion 1. El grupo
de ratones intoxicados, recibié agua de bebida conteniendo un 15% (v/v) de alcohol
etilico (graduacion 96° PUROCOL) durante 15 dias, mientras que los ratones control
recibieron agua filtrada. Ambos grupos de animales tuvieron acceso ad libitum a la
comida. El dia 15, luego de la administracién de etanol, los machos se sacrificaron
mediante dislocacién cervical y se obtuvieron los espermatozoides del cauda
epididimario tal como se describiera anteriormente en la seccién 2.

6.2 Evaluacion del efecto del etanol sobre la morfologia de espermatozoides murinos.

Para evaluar la morfologia de los espermatozoides se utilizd un test para detectar
anormalidades. Los espermatozoides se recuperaron en medio buffer bicarbonato
Krebs-Ringer, y una alicuota de 10 pL de los mismos fue colocada en un portaobjetos
donde se dejo secar. Inmediatamente después, los espermatozoides se fijaron con
formaldehido al 5% en PBS (v/v), se lavaron con agua destilada, se tifieron con el kit de
Spermac y se dejaron secar nuevamente. La tincion de Spermac es un kit de tres
tinciones (A, B y C) y una solucion fijadora (formaldehido). La tincién "C" (verde) es
especifica para acrosoma. La tincion "A" (roja) lo es para los contenidos nucleares.
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Las preparaciones fueron observadas sin medio de montaje en un microscopio Zeiss de
campo claro a 1000X. Se examind la morfologia de la cabeza, las regiones acrosomal y
post-acrosomal, la presencia de gota citoplasmatica, la pieza media, y el flagelo. El
criterio para considerar la morfologia anormal (con o sin acrosoma) fue: (1) cabeza
anormal: tamafio mayor o menor a lo normal, cabeza plana, formas parcial o
completamente anormales (redondas, pequefias, grandes, dobles) y/o presencia de
acrosoma anormal (mas pequeno, 30%, o mas 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 mas del 30% del espermatozoide; (3) flagelo
anormal: flagelo doble, flagelo enroscado, o flagelo roto, insercién incorrecta del
flagelo, gotas citoplasmatica. Para el control y el grupo intoxicado con etanol, se
calculé el porcentaje medio (del total de espermatozoides/ratén, cerca de 1000) + la
desviacion estandar , de cabezas anormales, cuello-pieza media, y flagelo (Cebral et al.
2011).

6.3 Evaluacion del efecto del etanol sobre la motilidad y la hiperactivacion de
espermatozoides murinos.

Se evalud el efecto del etanol sobre la motilidad de los espermatozoides tal como se
describié previamente en la seccion 3.2 y también sobre la hiperactivaciéon de los
mismos. El patron de hiperactivacion fue identificado cuando se presentd un gran
movimiento del flagelo en forma de "latigo" siendo la motilidad no progresiva,
intercalada con pequefios episodios de motilidad lineal progresiva (Yanagimachi et al.
1994). Con el fin de estudiar la evolucion de la motilidad de la muestra espermatica
durante el tiempo de incubacion o de capacitacidn in vitro, el cauda del epididimo de
cada raton fue cortado dentro de una gota de 200 mL de medio A+B cubierta de
aceite, y luego de su dispersion por 5 min, se colocé en la estufa gaseada durante 2 h,
ya que el tiempo de capacitacion en el ratdon oscila entre los 90 y 120 min.

6.4 Evaluacion del efecto del etanol sobre la reaccion acrosomal de espermatozoides
murinos.

Para analizar la reaccion acrosomal se llevd a cabo la técnica de estudio de HOS-
Spermac (Viggiano et al. 1996), que permitid detectar simultdneamente la presencia
del capuchon acrosomal y la viabilidad espermatica. Brevemente, desde los 0 hasta los
240 min cada 60 min, se tomaron alicuotas de 20 pL de la suspension espermatica, y se
colocaron en tubos tipo Eppendorf con 200 puL de medio hipoosmético (MHQOS, ver
Anexo). Se incubaron durante 1 h a 37°C. Finalizada la incubacidn, las muestras se
centrifugaron a 500 x g durante 5 min y el pellet se resuspendié en 20 uL 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 fijacidn, los
extendidos se lavaron tres veces en agua destilada, se sumergieron 1 min en la tincién
"A", y 2 min en la "B' y "C". Entre cada tincion, 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 inmersién. Con la tincion Spermac,
la presencia del capuchdén acrosomal murino se revela como una banda verde sobre la
cabeza, y el nucleo se tifie de rojo (Herrero et al. 1995). Se determind el porcentaje de
espermatozoides viables con presencia del capuchén acrosomal, contabilizando al
menos 100 células. Finalmente, se calculé el porcentaje de espermatozoides
reaccionados espontaneamente (en ausencia de inductor fisioldgico) (sin capuchdn)
para los diferentes tiempos de incubacidn y se excluyeron los no viables.

6.5 Descondensacion 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 metodologia estandar en presencia de heparina 4,6 uM y GSH 10
mM, durante 30 y 60 minutos a 37°C. Luego, se fijaron alicuotas de 30 uL de cada
condicion con glutaraldehido y se observd al microscopio de contraste de fase tal
como se describiera previamente (Seccion 4.1).

6.6 Fertilizacion in vitro (FIV)

6.6.1 Recuperacion 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 Seccion 2. Luego de
determinar los pardmetros seminales, los espermatozoides se incubaron en
condiciones capacitantes en una gota de 300 puL de medio A+B cubierta con aceite
mineral, a una concentracion de 1-5 x 10° espermatozoides/mL, durante 90 minutos a
37°Cy bajo atmésfera de 5% de CO,.

6.6.2 Superovulacion y recuperacion de oocitos de raton

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 inyeccién de 10 Ul de
PMSG seguida de una segunda inyeccién de 10 Ul de hCG, 48 horas mas tarde. A las 16
-17 horas post hCG, los animales se sacrificaron mediante dislocaciéon cervical, se
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recuperaron los oviductos y cada uno de ellos se colocd en una gota de 100 pL de
medio A+B. Se recuperdé el complejo cumulus-oocito (CCO) de cada oviducto
pinchando con aguja de jeringa tipo tuberculina en la regién de la ampolla (Figura 30).
Una vez recuperados los CCOs, se descartaron los oviductos y se colocd cada CCO en
una gota de 90 pL de medio A+B en la cual posteriormente se realizaria la FIV.
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Figura 30. Esquema de la técnica de obtencion de oocitos de raton. A: se estimulé hormonalmente a la
hembra y se sacrificé. B: para realizar la diseccion del animal, se realizé un corte longitudinal por el
vientre y se expusieron los ovarios (C). D: entre el extremo de cada ovario y el utero se encuentra el
oviducto con forma de ampolla pequeria. Se retird la grasa que rodea el oviducto y se corté para poder
separarlo del ovario. Cada oviducto se colocé en una gota de medio A+B, se pinchd 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 realizaria la coincubacion 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 colocé una alicuota de 10 puL de espermatozoides murinos
capacitados (1-5 x 10° 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 atmésfera de 5% de CO,; en aire. Con el fin de analizar la cinética posterior a la FIV,
se interrumpio la coincubacién de las gametas en distintas gotas a distintos tiempos
(2,5- 3,5y 4,5 h), se fijaron los oocitos en paraformaldehido 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 condicion se montaron en portaobjetos multipocillo
(“multiwell”) con medio de montaje Vectashield para ser observados al microscopio de
fluorescencia (Excitacion 350 nm/Emisidon 461 nm). Los oocitos se clasificaron en tres
categorias distintas: (i) oocitos en metafase Il sin signos de haber sido fecundados (Me
), (ii) oocitos con segundo cuerpo polar extrudido mas pronucleo femenino y con
cabeza descondensada de un espermatozoide en su citoplasma (Il CP + PNf + CD), vy (iii)
oocitos con segundo cuerpo polar extrudido en los que ya se podian ver los pronucleos
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femenino y masculino (Il CP + PNf + PNm). El total de oocitos fecundados correspondio
a la suma de las ultimas dos categorias definidas.

6.7 Evaluacion del efecto del etanol sobre el estado redox de los espermatozoides

Se evalud la actividad de las enzimas GST y SOD, el contenido de GSH y la peroxidacion
lipidica (TBARs) en espermatozoides capacitados provenientes de animales intoxicados
tal como se describiera en la seccién 5.10.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los efectos de los distintos tratamientos realizados (diferentes glicosaminoglicanos,
sinergismo, cooperatividad, pretratamiento con endosulfan, intoxicacién in vivo con
etanol) sobre la descondensacion espermatica se evaluaron por ANOVA, seguida del
test de Tukey.

El efecto del endosulfan sobre la tiorreducciéon de las protaminas en condiciones
descondensantes se evalué mediante analisis de varianza de mediciones repetidas
(Repeated Measures ANOVA) seguida por el test de comparaciones multiples de
Bonferroni.

El efecto del etanol sobre la morfologia espermatica, la motilidad, la hiperactivacién y
la reaccion espontanea fueron evaluados mediante el test de Student.

El efecto del consumo de etanol sobre la dindmica de FIV se evalué mediante el Test
de Fisher.

Las actividades enzimaticas (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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Capitulo I: Estudio del proceso de descondensacion de Ila cromatina en
espermatozoides murinos

1. DESCONDENSACION DE ESPERMATOZOIDES MURINOS

1.1 Descondensacion estandar con heparina y GSH

Con el fin de evaluar si la descondensacion in vitro de espermatozoides murinos en
presencia de H y GSH responde de la misma manera que en espermatozoides
humanos, se tomdé como base el mismo protocolo puesto a punto previamente en
nuestro laboratorio tal como se detallara en Materiales y Métodos (seccién 4.1). En
primer lugar, se descondensaron espermatozoides capacitados en presencia de H y
GSH y se fijaron alicuotas a distintos tiempos para analizar si se producia la
descondensacion. Se definieron los distintos estadios de descondensacién (S, My G), y
se determind el porcentaje alcanzado de cada uno (Figura 32), tal como se muestra en
la figura X. Para lograr una correcta visualizacion de la morfologia y tamafio de la
cabeza, el ADN espermatico se tifnd con Hoechst 33342 y se observd al microscopio de
fluorescencia (figura 31).

Hoechst Contraste Superpasicion

X

Figura 31. Morfologia de espermatozoides murinos descondensados. La descondensacion del ntcleo se
visualizo mediante la coloracion con Hoechst 33342 en microscopio de fluorescencia (Hoescht). La figura
muestra, ademds, la misma imagen en contraste de fase (Contraste), y la mezcla de ambas
(Superposicion). 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 descondensacion mdxima alcanzado se calculé como
la suma de los porcentajes de las formas My G y se expresa como %(M+G). Magnificacion original: 400x.
Barra de escala: 5 um.
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Tal como se observo en el caso de los espermatozoides humanos, los espermatozoides
murinos descondensaron en presencia de H y GSH. Se pudieron distinguir distintas
morfologias en cada tiempo de descondensacidon. A los 15 minutos las morfologias
mayormente observadas fueron Sy 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 descondensacion la mayoria de los espermatozoides eran M o G
(39,6 £12,8 My 51,5+ 13,0 G). A los 45 minutos, el porcentaje de espermatozoides M
disminuye considerablemente, con el consecuente aumento de morfologias G (77,8 +
3,4), lo que es esperado conforme la descondensacion avanza. Finalmente, a los 60
minutos se observa que la forma G es la morfologia predominante (84,3 + 2,2). Por lo
tanto, como primera aproximacién se pudo confirmar que los espermatozoides
murinos descondensan en presencia de H y GSH y, ademas, que se pueden distinguir
los mismos estadios que en los espermatozoides humanos descondensados.
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Figura 32. Descondensacion 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
determiné el porcentaje de espermatozoides en cada estadio segun la morfologia de los mismos
observada en el microscopio de contraste de fases. Los porcentajes de los estadios alcanzados por los
espermatozoides se graficaron en funcion del tiempo.

1.2 Evaluacion 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, seccién 4.2). En la figura 33 se
muestra el porcentaje de descondensacion total alcanzado, luego de 60 minutos de
incubacién, para cada una de las condiciones evaluadas. Sorpresivamente y, a
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diferencia de lo observado previamente en espermatozoides humanos, el DS presento
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 habia observado en
espermatozoides humanos (ANOVA + Tukey-Kramer Multiple Comparison Test, NS, vs.
GSH o H, n =3).
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Figura 33. Evaluacion de la capacidad descondensante in vitro de los glicosaminoglicanos (GAGs)
sobre la cromatina de raton. Espermatozoides murinos capacitados, se descondensaron en presencia de
GSH y cada uno de los siguientes GAGs heparina 46 uM (H +GSH), dermatadn sulfato 46 uM (DS +GSH),
condroitin sulfato 46 uM (CS + GSH), o dcido hialurénico 2mg/mL (AH + GSH). La descondensacidn total
mdxima alcanzada estd 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 Evaluacion del posible efecto cooperativo entre tiorreductor (GSH) y aceptor de
protaminas (GAG) en la descondensacion in vitro de espermatozoides murinos

Con el fin de evaluar la existencia de un efecto cooperativo entre el GSH y los GAGs
durante la descondensacion in vitro de espermatozoides murinos, tal como la ya
descripta por nuestro laboratorio en espermatozoides humanos, se comparé el efecto
del agregado simultaneo y secuencial de los reactivos. Como puede observarse en la
figura 34, la incubacion secuencial con GSH y H produjo una disminucion significativa
de la descondensacion, 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 ocurrid
cuando se realizaron incubaciones secuenciales de espermatozoides en presencia de
GSH y dermatan 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 descondensacion in vitro
de la cromatina de espermatozoides murinos. Panel A: GSH y Heparina. Panel B: GSH y Dermatdn
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 mds (GSH+H,,,;
GSH+DS,,,). 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 mds (H/GSH; DS/GSH). (***p <0,0001,
ANOVA+ Tukey-Kramer Multiple Comparison Test, n=3).

1.4 Cinética de descondensacion en presencia de heparina o dermatan sulfato, y GSH

Dado que la actividad descondensante de H y DS fue semejante al cabo de los 60
minutos de incubacién, tal como se pusiera de manifiesto en la seccién anterior,
resulto de interés evaluar la cinética de descondensacion para cada uno de estos GAGs
(figura 35). Las curvas obtenidas muestran claramente que la velocidad de
descondensacion fue mayor en presencia de H que de DS, dado que se alcanzd mas
rapidamente el nivel de descondensacién maximo (tos = 8,79 * 0,16 minutos), al
incubar con este GAG que con DS (tos = 20,34 + 2,35 minutos). Ambas curvas ajustaron
a un modelo sigmoideo. Aunque a primera vista la curva A aparezca como hiperbdlica,
en realidad no lo es y puede observarse que es sigmoidea al comienzo de la misma. El
analisis de correlacién de Pearson, para cada curva por separado, dio una significancia
estadistica de p = 0,029 para el grafico de heparina y de p = 0,0038 para el dermatan
sulfato. La comparacion simultanea de ambas curvas utilizando el programa Sigma Plot
indicé que ambas curvas son significativamente diferentes tanto para su to, s como
también para el valor maximo alcanzado (p < 0,05; R* = 0,9927).
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Figura 35. Cinética de descondensacion de espermatozoides murinos. Se representa el nivel de
descondensacion maximo alcanzado, en presencia de GSH (10 mM) y H (46 uM) o DS (46 uM), %(M+G), a
lo largo del tiempo (15, 30, 45 y 60 minutos). A: H+GSH y B: DS+GSH. (Andlisis de correlacion de Pearson)

1.5 Curvas dosis-respuesta de heparina y dermatdn sulfato como agentes
descondensantes in vitro de espermatozoides murinos

Con el objeto de evaluar la existencia de un posible efecto aditivo o sinérgico entre Hy
DS, se realizaron las correspondientes curvas dosis respuesta para cada GAG, para
luego elegir la mejor combinacion 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 dermatéan sulfato (Panel B). Dado
qgue la curva de descondensacion en funcién del tiempo (Figura 35) indicd que la
descondensacion maxima ocurria entre los 45 y 60 minutos, para evaluar la posible
existencia de un efecto cooperativo entre la heparina y el dermatan 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 descondensacién fue
significativamente mayor que en el control (GSH solo, no mostrado en el grafico) 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
descondensacion en presencia de dermatdn sulfato a este tiempo recién se hizo
evidente en espermatozoides capacitados y con la concentracion mas alta del GAG (46
UM, p < 0.01 comparado con GSH solo), y no se observd descondensacion alguna en
espermatozoides no capacitados. Considerando estos resultados, se eligieron como
condiciones Optimas de descondensacion, para evaluar un posible efecto sinérgico, las
concentraciones de 0,46 uM de heparina y 46 uM de dermatan 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 dermatdn sulfato. Se evalud la
descondensacion alcanzada por espermatozoides murinos (m ) capacitados y @) no capacitados después
de 15 minutos de incubacion con distintas concentraciones de heparina o dermatadn sulfato (0,46- 1,15-
2,3- 4,6- 9,2 6 46 uM) y GSH (10 mM). A: espermatozoides incubados en presencia de heparina. B:
espermatozoides incubados en presencia de dermatdn sulfato (ANOVA+ Tukey-Kramer Multiple
Comparison Test, p < 0,01, n =4).

1.6 Efecto sinérgico entre heparina y dermatdn sulfato sobre la descondensacion 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 compard la descondensacion in vitro de espermatozoides
murinos en presencia de una combinacion de los mismos con la obtenida con cada uno
de ellos por separado. El efecto se evaludo 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 descondensacién sigmoidea pero
los to s fueron diferentes. La heparina descondensé mas rapidamente a los
espermatozoides capacitados (panel A) (to,s = 35,45 £ 2,17 minutos) que el dermatan
sulfato (to s = 43,55 £ 2,19 minutos), pero la combinacién de ambos redujo el tiempo
de descondensacion a casi la mitad (tp s = 17,96 £ 1,20 minutos). De todas maneras, las
tres curvas alcanzaron el mismo grado de descondensacion maxima (Sigmoidal dose-
response curve fit, R’= 0,8585, modelo preferido, diferente ECsp). La misma reduccién
en el tiempo se observd en espermatozoides no capacitados, aunque la diferencia fue
menos marcada y se alcanzé un grado menor de descondensacion que con los
capacitados.
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Figura 37. Cinética de descondensacion in vitro de espermatozoides murinos en presencia de GSH, Hy
DS. Se analizé la existencia de efecto sinérgico de ambos GAGs, incubando los espermatozoides en
presencia de (® ) heparina (0, 46 uM), (® ) dermatdn sulfato (46 uM) o (e ) ambas moléculas juntas;
en presencia de 10 mM de GSH. A: espermatozoides capacitados. B: espermatozoides no capacitados. El
porcentaje de descondensacion estd expresado como la suma de los porcentajes de espermatozoides
medianamente descondensados mds 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 ECs).

La combinacion de la menor concentracién de heparina (0,46 uM) con la mayor
concentracion de dermatan sulfato (46 uM) produjo (siempre en presencia de GSH) un
aumento significativo en el porcentaje de descondensacion alcanzado al cabo de 15
minutos de incubacion, con respecto a cada GAG por separado, tanto en
espermatozoides capacitados (H+DS: 33 + 9 vs H: 5+ 2 6 DS: 4 + 2, ANOVA + Tukey-
Kramer Multiple Comparison Test, **p < 0,01; n = 5) como en no capacitados (H+DS:
18,0 +4,0vs. 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 simultdaneamente con la suma
algebraica de los valores de cada una de ellas por separado, se evidencié 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 aumentd el tiempo de incubacién, conforme el grado de
descondensacion se acercaba al maximo. (Figura 38, panel B).
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Figura 38. Efecto sinérgico entre heparina y dermatadn sulfato sobre la descondensacion in vitro de la
cromatina. Espermatozoides capacitados y no capacitados se incubaron en presencia de H (0,46 uM), DS
(46 uM) o una combinacion de ambos, siempre en presencia de GSH (10 mM). A: 15 minutos de
incubacion. B: 60 minutos de incubacion. La ultima columna en cada grdfico indica la suma algebraica de
los valores de heparina y dermatdn sulfato por separado. En ambos casos, la combinacion de ambas
moléculas (H + DS) resulté en un aumento significativo comparado con los efectos individuales (*p < O,
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 Andilisis in silico de las caracteristicas estructurales de las protaminas y los
glicosaminoglicanos (heparina y dermatadn sulfato)

Con el objeto de tratar de explicar el comportamiento disimil de los dos
glicosaminoglicanos utilizados, se comenzoé a estudiar las caracteristicas moleculares
de las moléculas potencialmente involucradas en el proceso de descondensacion.

A tal fin, lo primero que se hizo fue obtener de la base de datos Uniprot la secuencia
aminoacidica 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.
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Protamina P1 ratdn (pl/PM: 12,07 / 6958,41)
MARYRCCRSKSRSRCRRRRRRCRRRRRRCCRRRRRRCCRRRRSYTIRCKKY

Protamina P2 raton

VRYRMRSPSEGPHQGPGQDHEREEQGQGQGLSPERVEDYGRTHRGHHHHRHR
RCSRKRLHRIHKRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCRCRKCRRHHH

Protamina P2 procesada (pl/ PM: 12,48 / 8594, 08)

RGHHHHRHRRCSRKRLHRIHKRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCRC
RKCRRHHH

Figura 39: Secuencia aminoacidica de las protaminas murinas P1 y P2. Se indican los aminodcidos
fuertemente bdsicos (R= arginina, K= lisina), considerados levemente bdsicos (H= histidina,
fundamentalmente por la presencia de nitrégeno protonable, aunque no deberia ser por el pKa de su
grupo imidazol) y el aminodcido dcido glutamico (E). También se muestra el punto isoeléctrico de cada
uno (pl) y el peso molecular. En la protamina P2, se ha colocado en celeste la porcion que se escinde para
dejar la forma procesada.

Este dato permitié poner en evidencia que entre ambas moléculas no existe una
diferencia sustancial en la carga neta, aunque si en el peso molecular.

Con el objeto de estudiar un poco mejor la disposicion espacial de las dos protaminas
involucradas en la interaccién con el ADN, se utilizd el servidor Swiss-Model y, de
bibliografia se obtuvo el modelo tridimensional de dos moléculas que aparecen como
ligadoras de heparina (Seccién 4.6 de MM). Usando el modelado por homologia y con
estas dos moléculas como templado para las protaminas P1 y P2, se consiguid una
aproximacion a la disposicion espacial tal como se muestra en las figuras 40 y 41.

El analisis preliminar del modelado especial de ambas protaminas, indica que podrian
tener una conformacidén similar a otras proteinas que ligan heparina. Al comparar P1y
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.
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Figura 40. Modelado por homologia 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 homologia de la protamina P2. En esta figura se muestra la similitud de la
disposicion 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 distribucion 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
electrostdtica de la molécula.

Figura 43. Carga total presente en la molécula de P2. Las zonas verdes indican la isosuperficie
electrostdtica de la molécula, mostrando que hay una distribucion similar de carga a P1, a excepcion
del extremo que cuelga hacia el extremo amino terminal de P2.

Cuando se hizo un analisis similar para los GAGs involucrados en la descondensacion
de la cromatina, la heparina y el dermatan sulfato, se conté con el analisis
cristalografico de estas moléculas en la base de datos PolySac3DB, tal como se
describiera en la seccién 4.6 de MM.

Usando las coordenadas espaciales para una molécula constituida por 6 unidades
disacaridicas en cada caso, el analisis con el programa HyperChem mostrd las
siguientes caracteristicas (Figura 44 y Figura 45).
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Figura 44. Representacion espacial de la distribucion de los dtomos en un hexadisacdrido de
heparina. En el panel superior, A: conformacion espacial adoptada por la molécula de H en la que se
distinguen las cargas negativas (sulfatos en amarillo) en cuatro puntos muy caracteristicos. En el panel
inferior, B: la misma disposicion espacial mostrada en A, pero poniendo en evidencia la isosuperficie
electrostdtica, en verde, y mostrando la localizacion hacia donde se encuentran los grupos sulfato
mediante el programa HyperCHem.

A

Figura 45. Representacion espacial de la distribucion de los dtomos en un hexadisacdrido de
dermatdn-4-sulfato. A: conformacion espacial adoptada por la molécula de DS: un eje central con una
disposicion de las cargas negativas (sulfatos en amarillo) muy ordenada y asemejdndose a lo que se
conoce como la distribucion de cargas en el ADN. B: la misma disposicion espacial mostrada en A, pero
poniendo en evidencia la isosuperficie electrostdtica, en verde, y mostrando la localizacién hacia donde
se encuentran los grupos sulfato mediante el programa Hyperchem.
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Comparando ambas figuras para los GAGs, puede observarse una distribucion mas
homogénea de cargas en el caso del dermatan sulfato, mientras que para la heparina
estarian un poco mas localizadas. Si bien lo realizado hasta el momento con estas
simulaciones no alcanza para conformar un modelo de interaccion ADN-protamina-
GAG, permite hipotetizar que cada GAG puede interaccionar con el ADN en puntos de
compactacion cromatinica diferentes. Por ejemplo, la molécula de P2, que remite a
un parecido a las histonas por la “cola” colgante, podria interaccionar con el ADN en
forma similar y generar puntos de compactacién mas laxos, permitiendo una mejor
entrada del dermatan sulfato, con una disposicion espacial de las cargas mas
parecida a la del ADN. Por el contrario, la protamina P1, mds compacta en su
estructura, podria generar una condensacién mayor en la cromatina y, por lo tanto,
dificultar el ingreso de la molécula descondensante. En esta situacion, la heparina con
mayor carga negativa por la presencia de mas grupos sulfato que en el dermatany la
ubicacion espacial mas precisa, podria ser la molécula indicada para tal fin.

Si consideramos que la presencia de histonas remanentes es minima v,
probablemente también lo sea el porcentaje de cromatina con condensacidon mas
laxa, podria explicarse la diferencia temporal y de efectividad en la accién de cada
molécula de GAG.

1.8 Efecto de los agentes descondensantes sobre la integridad de la membrana
plasmatica y el nucleo del espermatozoide murino.

Una vez caracterizado el sistema de descondensacién in vitro en presencia de GAGs y
GSH en espermatozoides murinos, resultd de interés evaluar el efecto de los agentes
descondensantes sobre la ultraestructura del espermatozoide durante este proceso
por medio de microscopia electrénica de transmisién. En primer lugar, se incubaron
espermatozoides capacitados en presencia de GSH sélo, GSH+H, GSH+DS, o la
combinacion de estos dos ultimos (GSH+H+DS). Luego de la descondensacion, las
muestras se enviaron al centro de Estudios en Ginecologia y Reproduccion (CEGYR)
donde fueron procesadas por el Dr. Cristian Alvarez Sedd para su observacién al
microscopio electrdnico de transmisién (figura 46).
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Figura 46. Microscopia electrénica de transmision de espermatozoides capacitados y descondensados
con heparina, dermatdn sulfato o ambos. A: GSH, B: GSH + H, C: GSH + DS y D: GSH+H+DS. Los
espermatozoides tratados con GSH (A) presentaron su nucleo completamente condensado, con la
envoltura nuclear y las membranas externas intactas. Luego de la incubacion con heparina + GSH (B) se
observo que la descondensacion comienza desde la region 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 descondensacion desde la zona caudal (Flecha), pero la cromatina se mantuvo
mds condensada que cuando los espermatozoides se incubaron en presencia de heparina. Cuando se
utilizaron ambos GAGs simulténeamente (D) se observé un mayor grado de descondensacion (con
presencia de dreas grdnulo-fibrilares y “lacunares”, indicadas con flechas), con las membranas
totalmente desorganizadas, incluyendo las membranas acrosomales (flecha pequefia). En la region
cefdlica, se puede ver que permanecen los residuos de cromatina todavia empaquetada. Barras de
escala=A: 0,2; B-D: 0,5 um.

Tal como se esperaba, los nucleos de los espermatozoides tratados con GSH sdlo,
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 descondensacién 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 caracteristicas observadas
en el panel B pero manifestando un grado de descondensacidon 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 dermatan sulfato sobre la
descondensacion cromatinica in vitro, al combinar ambos GAGs se pudo observar un
mayor grado de descondensacion que el correspondiente a cada GAG por separado
(figura 46, panel D).
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Capitulo 1l -Estudio del efecto de toxicos sobre diversos pardmetros de la
funcionalidad espermdtica, con especial énfasis en la descondensacion cromatinica.

Una vez caracterizado el sistema de descondensacidn in vitro en espermatozoides
murinos, se planted la posibilidad de evaluar el uso del mismo para analizar el efecto in
vitro del endosulfan e in vivo del etanol.

2. ENDOSULFAN

Se evalué el efecto del endosulfan sobre distintos aspectos de la cromatina de
espermatozoides recuperados de ratones F1 resultante del apareo de las cepas
endocriadas Balb/C (') x C57 (Q) y sobre espermatozoides humanos.

Efecto del endosulfan sobre los espermatozoides murinos

2.1 Efecto del endosulfdn in vitro sobre la motilidad de espermatozoides murinos.

Se evalud el efecto del endosulfan, tanto del compuesto puro como de dos
formulaciones comerciales (Master® y Zebra Ciagro®), sobre la motilidad espermatica,
incubando espermatozoides en presencia del plaguicida, tal como se describiera en
MM (seccién 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 endosulfan (100 uM), sobre la motilidad de los espermatozoides murinos (Al: 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 endosulfan sobre la motilidad de espermatozoides murinos. Se incubaron
espermatozoides capacitados en medio A+B (MC), en DMSO, en presencia de principio activo (Al), de
endosulfan formulado Master® y del endosulfdn formulado Zebra Ciagro® durante 15 minutos La
motilidad se evalué sobre un total de 200 células (***p < 0,001, ANOVA+ Tukey-Kramer Multiple
Comparison Test; n = 7).

2.2 Efecto del endosulfan sobre la descondensacion in vitro de espermatozoides
murinos capacitados

Para evaluar el efecto de este tdxico sobre la descondensacién in vitro se incubaron
espermatozoides en medio de cultivo A+B, DMSO o diferentes concentraciones de
endosulfan durante 15 minutos, e inmediatamente después se descondensaron en
presencia de GSH +H, en las condiciones descriptas anteriormente (MM, Seccién 5.2).
La exposicion de los espermatozoides, tanto a endosulfan puro (Figura 48) como a las
dos formulaciones comerciales (Figura 49) en su mayor concentracion (100 uM),
produjo un aumento significativo sobre la descondensacion in vitro (Al: 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 descondensacién cromatinica.
Como consecuencia de esto, para realizar los siguientes experimentos y con el fin de
evaluar los mecanismos mediante los cuales estaria actuando el plaguicida, se eligio
una concentracion de endosulfan igual a 100 uM.
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Figura 48. Curva dosis - respuesta de endosulfdn puro con respecto a la descondensacion cromatinica
in vitro de espermatozoides murinos capacitados. Los espermatozoides se expusieron durante 15
minutos a distintas concentraciones de endosulfan puro (100 pM, 10 nM, 1 uM, 100 uM), 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). (Al vs
DMSO: **#*p < 0,001, ANOVA + Tukey-Kramer Multiple Comparison Test; n = 6).
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Figura 49. Curvas dosis — respuesta de endosulfan formulado con respecto a la descondensacion
cromatinica 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 uM, 100 uM) antes de ser descondensados en presencia de H (4,6 uM) 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 uM) y GSH (10 mM) de la forma habitual (MM Seccién
4.1), y se evalud el grado de fragmentacion del ADN espermatico mediante la técnica
de TUNEL (MM Seccidén 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 (Cy E),
muestra que el porcentaje de TUNEL fue significativamente mayor que el control,
luego de la incubacion de los espermatozoides capacitados en presencia tanto de
endosulfan Master® (Master®: 47 + 12 vs. DMSO: 19 * 5, *p< 0,05; n=5) como de
endosulfan 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,
ademas, se pone de manifiesto (Figura 51 B, D y F), que el nivel de descondensacién
fue significativamente mayor al de los controles en espermatozoides incubados en
presencia de endosulfan puro (Al: 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 endosulfan Master® se observé un posible aumento en
el nivel de descondensacion 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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Fluorescencia Campo claro

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 endosulfdn (C) puro o sus formulaciones comerciales y se descondensaron en
presencia de heparina (2,3 uM) y GSH (10 mM) durante 30 minutos. Luego, se realizé un ensayo de
TUNEL sobre las muestras y se determind el porcentaje del mismo en el microscopio de fluorescencia. Las
flechas indican la tincion positiva en espermatozoides intactos o descondensados (Magnificacion original
400X).
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Figura 51. Grado de fragmentacion del ADN de espermatozoides murinos expuestos a endosulfan y
luego descondensados en presencia de H y GSH. Espermatozoides murinos capacitados se preincubaron
con endosulfdan puro (Al) o sus dos formulaciones comerciales y se descondensaron luego, en presencia
de H (2,3 uM) y GSH (10 mM). Se evalud la fragmentacion del ADN espermdtico mediante la técnica de
TUNEL (A, Cy E) y el % descondensacion (B, D y F) de la manera habitual. A y B: espermatozoides
preincubados con endosulfan 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 Correlacion entre la descondensacion de la cromatina espermdtica y la
fragmentacion del ADN

Dado que la fragmentacion del ADN se evalud en espermatozoides murinos incubados
en condiciones descondensantes, fue necesario descartar que la descondensacion in
vitro per se fuera la responsable del aumento en el porcentaje de TUNEL observado
luego de la preincubacién con endosulfan. Para ello se evalud la posible existencia de
una correlacion entre el porcentaje de descondensacién total de la cromatina y la
fragmentacion del ADN espermatico.

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 descondensacion de la cromatina (Endosulfan puro (B): r* = -0,08824 p =
0,9194: Endosulfan Master® (C): r* = 0,6000 p = 0,3500; Endosulfan Zebra Ciagro® (D):
r> = -0,1000 p = 0.9500); correlacién de Spearman). En la figura, panel A, si bien la
correlacion parece alta no resulté significativo, probablemente por un n pequefio, r* =
0,7000 (Spearman) p=0,2333). Este resultado es interesante y merece ser investigado
mas en detalle porque podria indicar una diferencia debida a la presencia de las
sustancias que acompanan al principio activo.
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Figura 52. Correlacion entre la descondensacion in vitro de la cromatina y la fragmentacion del ADN
de espermatozoides murinos capacitados, preincubados con endosulfdn e incubados en presencia de H
y GSH. Se evalud la posible correlacion entre el grado de descondensacion de la cromatina y el nivel de
fragmentacion del ADN en espermatozoides murinos capacitados que fueron preincubados con
endosulfan y, luego, descondensados en presencia de GSH+H. A: espermatozoides preincubados en
medio de cultivo, B: espermatozoides preincubados con endosulfdn puro C: espermatozoides incubados
con Master® y D: espermatozoides incubados con Zebra Ciagro® (Correlacion de Spearman, n=5).

2.5 Evaluacion del estado redox de los grupos tiol de los espermatozoides en
presencia de endosulfdan puro por marcacién con monobromobimane.

Dado que el endosulfan incrementd la descondensacion cromatinica en respuesta a H
y GSH, se evalud 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 tincion con
el reactivo tidlico fluorescente monobromobimane (mBBr), como se describiera en
MM (Seccidn 5.4) (Figura 53). Se cuantificé la intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias (UA) para cada espermatozoide y se calculd la media de intensidad de
fluorescencia en cada condicidon 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
multiples de Bonferroni, NS, n=3). Tampoco se modifico el tamano de las cabezas de
los espermatozoides a los 5 minutos de incubacion, sugiriendo que, a la concentracién
utilizada, el plaguicida no presenta actividad redox sobre los grupos tiol libres o sobre
los puentes disulfuro de las protaminas.

En cuanto a la descondensacién, a pesar de que la incubacion con endosulfan mostré
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 nucleo, dado que
no se utilizaron nucleos aislados (Seligman et al. 1994).

Figura 53. Efecto del endosulfan puro sobre el estado redox de los tioles en espermatozoides murinos.
Espermatozoides preincubados con endosulfdn 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: endosulfdn puro y
GSH+H 5 min. Al menos 200 espermatozoides fueron analizados en cada condicion experimental.
(Magnificacion original 400X)
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Figura 54. Estado redox de los tioles en espermatozoides en presencia de endosulfdan, comparado con
el porcentaje de descondensacion. A: intensidad de fluorescencia media (medida en Unidades
Arbitrarias, UA) de espermatozoides luego de ser tratados con endosulfdn durante 15 minutos,
descondensados con GSH y heparina durante 5 minutos y tefiidos con monobromobimane. MC: medio de
cultivo, E: Endosulfdn. Al menos 200 espermatozoides fueron analizados en cada condicion experimental.
B: controles de descondensacion para cada condicion. Los resultados estdn expresados como la media +
EE para n=3, *p< 0,05, ANOVA + Tukey-Kramer Multiple Comparison Test. Aumento 400X.

2.6 Estrés oxidativo

Se evalué el efecto in vitro del endosulfan puro y las dos formulaciones comerciales
sobre la actividad de GST y SOD, el contenido de GSH y la peroxidacién lipidica
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 endosulfdn sobre el estrés oxidativo en espermatozoides murinos capacitados.
Espermatozoides capacitados fueron incubados en medio A+B (MC), DMSO, y endosulfdn puro (Al) 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: malondialdehido.

Efecto del endosulfan sobre los espermatozoides humanos

Habiendo observado un efecto in vitro del endosulfan sobre espermatozoides murinos
y con miras a evaluar la posibilidad de extender los hallazgos a otras especies, resultd
interesante evaluar el efecto del endosulfan en su forma pura o a través de sus
formulaciones, sobre espermatozoides humanos provenientes de donantes
normospérmicos con descondensaciéon cromatinica normal comprobada previamente.
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2.7 Efecto in vitro del endosulfdn 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 endosulfan Zebra Ciagro® durante 30 minutos. Puede verse
claramente que la viabilidad no se vio afectada (Panel A), mientras que se observo una
disminucién significativa de la motilidad (Panel B) con la mayor concentracién del

plaguicida (100 uM: 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 endosulfdn 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 endosulfdn Zebra Ciagro® durante 30 minutos. Posteriormente, se determind el
porcentaje de espermatozoides vivos (Panel A) y mdtiles (Panel B), sobre un total de 200 células
evaluadas (*p < 0,05, ANOVA + Tukey-Kramer Multiple Comparison Test; n = 4).

2.8 Efecto del endosulfdn sobre la descondensacion in vitro de espermatozoides

Se evalud el efecto de la preincubacién con endosulfan puro y las dos formulaciones
comerciales sobre la descondensacion in vitro de espermatozoides humanos
capacitados, como se detallara en MM (Seccion 5.9). La exposicion de los
espermatozoides al plaguicida produjo un aumento significativo en el porcentaje de
descondensacion 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 descondensaciéon para el Master® o el endosulfan puro (Master®: 20 +

5, Al: 39 + 12 vs MC: 23 + 5; n=5; ANOVA+ Tukey-Kramer Multiple Comparison Test)
(Figura 57).
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Figura 57. Efecto del endosulfdn sobre la descondensacion cromatinica de espermatozoides humanos
capacitados. Espermatozoides capacitados se preincubaron en presencia de endosulfdn (100 uM) o sus
respectivos controles para luego ser descondensados en presencia de GSH (10 mM) + H (46 uM). MC:
espermatozoides preincubados en medio de cultivo HTF, DMSO: espermatozoides preincubados con
DMSO; las 3 columnas restantes corresponden a espermatozoides incubados en presencia de endosulfdn
puro (Al), 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 parametros espermaticos vy los
eventos postfusion del espermatozoide murino en cuanto a la formacion del pronucleo
masculino (descondensacion 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 describio en la seccidén 6.1 de MM, y
se realizaron los experimentos que se detallan a continuacion.

3.1 Efecto del consumo de etanol sobre los pardmetros seminales de
espermatozoides murinos

Se determinaron, durante la capacitaciéon in vitro, la morfologia espermatica,
motilidad, hiperactivacion y reaccién acrosomal en espermatozoides provenientes de
ratones intoxicados y control.

En primer lugar, se evalud la morfologia espermatica, tal como se puede ver en la
figura 58. Se encontraron principalmente, anormalidades en la morfologia de la cabeza
y el flagelo cuando se compararon los espermatozoides tratados con los controles
(Figura 58, 1a y 1b). Las cabezas anormales tenian el acrosoma anormal (pequenos o
ausentes), menor tamafio en la cabeza y formas alteradas (Figura 58, 2a y 3a). También
se observaron anormalidades de flagelo (Figura 58, 2b y 3b). Las gotas citoplasmaticas,
un signo de inmadurez, también fueron consideradas como anomalias del flagelo
(Figura 3b). La cuantificacion de las distintas morfologias observadas (Tabla 2) resulté
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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 morfologias observadas al analizar espermatozoides recuperados de animales
control e intoxicados con etanol (Coloracion de Spermac). 1a: espermatozoide con morfologia normal,
con acrosoma intacto (banda azul,). 1b: Espermatozoide con morfologia normal reaccionado (sin
acrosoma, cabeza rosa). 2a: espermatozoide normal y con morfologia anormal de cabeza (intacto o no
reaccionado). 2b: espermatozoide con morfologia anormal de cabeza y cuello. 3a: espermatozoide con
morfologia anormal de cabeza. 3b: espermatozoide con morfologia anormal de flagelo: quebrado, con
gota citoplasmdtica (signo de inmadurez). Las caracteristicas descriptas se indicaron con flechas.
(Magnificacion original 1000X)

Grupos Normales Anormalidades de Anormalidades de
cabeza flagelo
Control 84,13+ 1,63 6,90+ 0,07 8,90+ 0,80
Alcoholizados 72,50+ 2,60%* 10,50+ 1,52* 16,80+ 2,10%*

Tabla 2. Efecto del etanol sobre la morfologia de espermatozoides murinos. Se evalud y cuantificé, en
cada grupo experimental, mediante microscopia optica la cantidad de espermatozoides con morfologia
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 matiles

I "

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.
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Figura 59. Efecto del consumo de etanol sobre la motilidad de espermatozoides murinos. Se evalud la
motilidad de espermatozoides tanto de ratones control como de animales intoxicados con etanol al 15%
en el agua de bebida durante 15 dias.

También se evalud el efecto in vivo del etanol sobre la hiperactivacion de los
espermatozoides a tiempos 0, 60 y 120 minutos y se observé que la misma fue
significativamente menor en los espermatozoides provenientes de animales
alcoholizados comparandolos 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).
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Figura 60. Efecto del consumo de etanol sobre la hiperactivacion de espermatozoides murinos. Se
evalud la hiperactivacion de espermatozoides recuperados tanto de ratones control como de animales
alcoholizados durante 15 dias con etanol al 15% en el agua de bebida (*p<0, 05; n = 6; test t de Student).
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Finalmente, se evalud el efecto in vivo del etanol sobre la reaccion acrosomal en
espermatozoides capacitados in vitro. Los resultados se muestran en la figura 61,
donde se puede observar que la reaccion acrosomal espontanea 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 reaccién
acrosomal incubando espermatozoides de ambos grupos con P4 durante 30 minutos
adicionales (150 + P4), se alcanzaron valores de reaccion significativamente menores
en el grupo de animales intoxicados con respecto al grupo control (Alcoholizados: 43,3
+4,5vs Control: 73,1 +1,1 **p<0,01; n=6; test t de Student).
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Figura 61. Efecto del etanol sobre la reaccion acrosomal de espermatozoides murinos. Se recuperaron
espermatozoides de ratones control y alcoholizados a los cuales se les determind la reaccion acrosomal
espontdnea a los 60 y 120 minutos posteriores al “swim out”. En este ultimo tiempo (120 minutos), se
incubaron los espermatozoides con progesterona (P,) para determinar la reaccion 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 descondensacion in vitro de la cromatina
de espermatozoides murinos

Habiendo observado un efecto significativo del etanol sobre la morfologia, la
motilidad, la hiperactivacion y la reaccién acrosomal de los espermatozoides murinos,
se busco evaluar el efecto de la exposicion in vivo de etanol sobre la descondensacion
de la cromatina. Para llevar a cabo estos experimentos, se administré etanol al 15% en
el agua de bebida, a ratones macho de sesenta dias de edad durante 15 dias vy, luego,
se realizd la descondensacion de los espermatozoides de manera estandar, en
presencia de GSH y heparina. Si bien se observd una aparentemente mayor
descondensacion en los espermatozoides provenientes de animales intoxicados a los
30 minutos, la diferencia no fue significativa comparada con los controles (Figura 62),
mientras que si 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 descondensacion 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 dinadmica de la descondensaciéon nuclear
post-fertilizacion 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 cudl seria el resultado de
este consumo sobre la fertilizacion in vitro. Para ello, se determind la cinética de
descondensacion a las 2,5 (T1); 3,5 (T2) y 4,5 horas (T3) posteriores a la FIV y se analizo
el porcentaje de descondensacién, formacion de pronucleos y tasa de fecundacion en
los oocitos coincubados con espermatozoides provenientes de animales intoxicados o
animales control. Tal como se muestra en la figura 63, se clasificaron 3 categorias
distintas: oocitos en MIl sin fecundar (Me ll); oocitos fecundados, con cabeza
descondensada en el ooplasma (Il CP + PNf + CD) y oocitos fecundados, con pronucleo
materno y paterno (Il CP + PNf + PNm). El resultado de fecundacién se calculé como la
suma de las dos ultimas categorias, sobre el total de oocitos recuperados luego de la
FIV.
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Campo Claro Hoechst

Figura 63. Caracterizacion de los oocitos posterior a la FIV. Microscopia de fluorescencia de los oocitos
observados con Hoechst o mediante contraste de fase (Campo claro) a distintos tiempos luego de la FIV.
A: Me Il (oocitos en Me I, sin fecundar), B: Il CP + PNf + CD (oocitos fecundados, con cabeza
descondensada en el ooplasma) y C: Il CP + PNf + PNm (oocitos fecundados, con prontcleo 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 invirtié 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
descondensacion 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 descondensacion del nicleo espermdtico in vivo.
Cinética de descondensacion 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 dias. T1: 2,5 horas, T2: 3,5 horas y T3: 4,5 horas posteriores a la FIV. Se evaluo el nimero de
oocitos con una cabeza de espermatozoide descondensada en su citoplasma (*p< 0,05, test de Fisher, n =
2).

En cuanto a la formacidon de pronucleos luego de la FIV (Figura 65), tal como era de
esperar, no se observd practicamente formacion de los mismos en T1. Sin embargo,
tanto en T2 como en T3, la formacién de pronucleos 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 caida en presencia de cabezas descondensadas, con el
paso del tiempo, observada en la figura anterior.
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Figura 65. Efecto del consumo de etanol sobre la formacién de pronicleos in vivo. Cinética de la
formacidon de prontcleos posterior a la fertilizacion 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 dias. T1: 2,5 horas, T2: 3,5 horas y T3: 4,5 horas posteriores a la FIV. Se evalud el nimero
de oocitos con un prontcleo materno y un prontcleo paterno en su citoplasma (*p< 0,05; test de Fisher,
n=2).
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Por ultimo, cuando se cuantificaron los porcentajes de fecundacidén obtenidos con el
fin de evaluar si existia 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 fecundacion 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 evalud el efecto in vivo del etanol sobre la actividad de GST y SOD, el contenido de
GSH vy la peroxidacion lipidica mediante TBARs (Figura 67). En ninguna de las
condiciones evaluadas se encontrd 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. Ay B: actividad de GST y SOD, C: contenido de GSH y D: malondialdehido.
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Una vez puesto en marcha el proceso evolutivo, con la apariciéon de la primera célula,
el mantenimiento de las especies resultd una finalidad primordial en si misma. Es por
esto que los individuos debian lograr reproducirse en forma eficaz y con la menor
incidencia de mutaciones genéticas. Con los errores propios de la duplicaciéon del ADN
y la posterior transcripciéon y traduccion del ARN mensajero resultante, la aparicion de
la reproduccién sexual, una alternativa a la fision binaria de los procariotas, permitié la
recombinacion del material genético de ambos parentales asegurando la diversidad
genética y dando respuesta a esa finalidad de permanencia. Por supuesto, la
diversificacion y complejidad de los individuos trajo consigo no solamente una mayor
regulacién sino, también, un mayor nimero de instancias en las que pudiese ocurrir
algun error que impidiese ese logro reproductivo.

La formacién de gametas, con el consiguiente transporte desde un cuerpo al otro en
aquellos organismos que poseen reproduccion interna, implica necesariamente que el
material genético sea protegido, para impedir su modificacion antes de producirse la
singamia. En los espermatozoides esto se tradujo en una mayor condensacion de la
cromatina, mediante la remocion de las histonas y su reemplazo por proteinas mas
pequefias, las protaminas, las cuales presentan una elevada carga positiva por tener
una mayor proporcion de aminodacidos basicos (lisina y arginina) y participan en la
formacion intra e intercatenaria de puentes disulfuro, a través de su elevado
contenido de cisteinas. Este reemplazo de la mayoria de las histonas espermaticas
(aproximadamente en un 85% en el espermatozoide humano) por protaminas durante
la espermiogénesis (Ward & Coffey 1991) lleva a que la cromatina espermatica esté 6 a
8 veces mas condensada que la cromatina de las células somaticas.

Luego de la fecundacién, resulta indispensable que esta cromatina extremadamente
compactada se descondense para interactuar con el ADN del oocito, posibilitando asi
la singamia. El proceso de descondensacidén espermatica dentro del oocito involucra la
reduccion intra e intermolecular de los puentes disulfuro presentes en las protaminas
mediante el GSH enddgeno y la remocidn de las protaminas reducidas con la ayuda de
una molécula “aceptora” (Nota: el término aceptor/a se indicara entre comillas dado
que al momento no se pudo demostrar que realmente ocurra una interaccién 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 purificacion de estas proteinas basicas) (Piepkorn etal. 1978). En
nuestro laboratorio postulamos que esta molécula seria el heparan sulfato, presente
tanto en el ooplasma de oocitos murinos como humanos (Romanato et al. 2008). Las
bases moleculares de este proceso permanecen aun desconocidas en muchas
especies, incluyendo ratdon y humano (Romanato et al. 2008; Julianelli et al. 2012a).
Estudios previos de nuestro laboratorio describieron el papel de los
glicosaminoglicanos en la descondensacion de espermatozoides humanos (Romanato
et al. 2003). Este trabajo de tesis doctoral, partié con la premisa de estudiar el efecto
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de téxicos ambientales e ingeridos como posibles responsables de la alteracion del
proceso reproductivo en especies mamiferas.

Tal como se dijera al comienzo de esta seccidn, la capacidad reproductiva y su éxito
son requisitos necesarios para asegurar la permanencia de una especie; y este éxito
requiere de la participacion eficaz y coordinada de un gran numero de eventos
fisioldgicos. Estos eventos tienen lugar a escala “macroscopica”, como puede ser la
produccién y transporte de las gametas, como también a escala “molecular”, como son
todos los procesos que llevan a la maduracién y capacitacién de los espermatozoides y
su interaccién con el oocito. En particular, nos propusimos estudiar la accion de estos
toéxicos sobre la descondensacién de la cromatina espermatica.

Teniendo en cuenta la importancia de estudiar este efecto sobre la reproduccion
humana, pero conscientes de la dificultad que podria conllevar el desarrollo de la tesis
basandose exclusivamente en este modelo, aprovechamos el vacio de conocimiento
todavia imperante con respecto a la descondensacidn cromatinica en espermatozoides
murinos; y, tomando como base de partida la experiencia adquirida en el humano, nos
dedicamos a establecer las condiciones dptimas para este modelo. Esto nos permitiria
contar con un modelo y sistema en los que se pudiese estudiar el efecto de los toxicos
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 descondensacion
de la cromatina en espermatozoides, tanto murinos como humanos, profundizando los
mecanismos moleculares que tienen lugar, representa una posible vinculacidon
translacional con la clinica reproductiva en el manejo de la fertilidad humana. Debido a
gue las técnicas de reproduccién asistida han logrado pasar por alto una gran cantidad
de barreras, el estudio tan detallado de este proceso podria parecer sin utilidad
inmediata. Sin embargo, los datos indican que de todos los procesos que fallan
utilizando la técnica del ICSI (inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide) un
15%, aproximadamente, muestra un nucleo con la cromatina todavia condensada en el
ooplasma. Es por esto que un estudio mas detallado del proceso de descondensacién y
el papel que el hepardn sulfato/heparina tiene en el mismo, como asi también la
interaccion entre este glicosaminoglicano y las protaminas, podria resultar en una
oferta clinica para un estudio adicional, como también en una posible accién
terapéutica para aquellos pacientes cuyos espermatozoides permanecen condensados
dentro del oocito.

Tomando en cuenta todo esto, dividiremos la discusion en dos partes: 1- Descripcion
del proceso de descondensacion en espermatozoides murinos; 2- Estudio del posible
uso de este proceso u otros vinculados con la fisiologia espermdatica como indicadores
de la accidon de toxicos reproductivos, en particular, endosulfan y etanol.
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Descripcidn y estudio del proceso de descondensacion en espermatozoides murinos.

Tomando como base los hallazgos de nuestro laboratorio respecto de la
descondensacion de la cromatina de espermatozoides humanos, lo primero que se
hizo fue analizar la capacidad descondensante de diversos GAGs que, al igual que lo
gue ocurre en humanos, estan presentes tanto en el oocito como en el fluido folicular.
Comenzando con el candidato mas probable, el heparan sulfato, y usando heparina
como andlogo molecular, se logré descondensar la cromatina de espermatozoides de
ratén en las mismas condiciones que se utilizaron para espermatozoides humanos
(Figura 32). Cabe resaltar que la concentracién de GSH utilizada en todos los
experimentos es fisioldgica y corresponde al valor encontrado en el oocito de
mamiferos en el momento periovulatorio (Calvin etal. 1986). Sin embargo, la
concentracion de heparina no se puede establecer en forma fisioldgica dado que no
seria el componente natural a encontrar en el lugar de la fecundacion. La experiencia
indica que posee efectos similares al heparan sulfato en los distintos sistemas
estudiados (a excepcidén de su capacidad anticoagulatoria que el heparan sulfato no
posee) y se encuentra dentro del rango que ha sido determinado experimentalmente
para el heparan sulfato en el fluido folicular de oocitos humanos obtenidos de mujeres
gue llevan a cabo tratamientos de fecundacion asistida (Bellin et al. 1986).

Como resultado de la descondensacion de la cromatina y de los cambios morfoldgicos
producidos en la cabeza del espermatozoide murino, se observaron los mismos
estadios ya descriptos por Bedford en el afo 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 andlisis del efecto de los diferentes GAGs en la descondensacién in vitro de
espermatozoides murinos resultdé ser un hallazgo importante. Contrariamente a lo
observado previamente en la descondensacién de espermatozoides humanos
(Romanato et al. 2003), el DS resultd ser tan activo como la H bajo las condiciones
estandar de descondensacion de 46 uM, GSH 10 mM y 60 minutos de incubacién
(Figura 32). Como consecuencia de esto, de todos los GAGs utilizados en este
experimento, las moléculas que tendrian potencial para actuar como “aceptoras” de
protaminas en la especie murina, serian la heparina/heparan sulfato y el dermatan
sulfato. Esto lleva a la pregunta de si esta respuesta diferencial entre ambas especies
podria 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 etal. 1977; Brykczynska etal. 2010), mientras que en los
espermatozoides humanos mas 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 ratén y humano podria
explicarse en términos de las caracteristicas moleculares de las protaminas P1 y P2,
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ademas de la proporciéon P1/P2 en ambas especies. Las protaminas de ratén y
humanos tienen caracteristicas fisicoquimicas similares, tales como el porcentaje del
aminodacido arginina, el punto isoeléctrico y el numero total de residuos (estan
conservados en el humano y el ratén 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 proporcién de P1/P2 encontrada en el nucleo de los espermatozoides humanos
comparado con la proporcion de P1/P2 del nucleo de espermatozoides de raton. La
proporcidn relativa de P2:P1 en el espermatozoide de ratdon y humano varia de 2:1 a
1:1, respectivamente (Corzett et al. 2002a). Anteriormente, mencionamos que P2 tiene
un menor contenido de residuos de cisteina que P1, con una menor posibilidad de
formacion de puentes disulfuro. Ademas, el precursor de P2 tiene una cantidad mayor
del aminodcido glutamato, que incorpora una carga negativa a su estructura vy,
entonces, podria disminuir su interaccion con la molécula del ADN cargada
negativamente. Como todo esto hasta el momento es meramente especulativo, dado
que no se conoce exactamente como es la estructura de la cromatina condensada o la
interaccion de las protaminas con los glicosaminoglicanos, se comenzd un estudio in
silico de las proteinas y del dermatan y heparan sulfato/heparina.

Al no contar con un modelo para las protaminas (independientemente de la especie),
se realizé una busqueda bibliografica de moléculas que interactian con hepardan
sulfato vy, luego, se las utiliz6 como templado para hacer un modelado por homologia,
utilizando la plataforma Swiss-Model (es un servidor para realizar modelado por
homologia, 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 metodologia, se logré 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 andlisis de la
secuencia proteica revelo que esta proteina que une heparina corresponde al dominio
extravesicular de la synaptotagmin (Syn)-1 bovina, un componente transmembrana de
vesiculas sindpticas involucrado en la regulacion del trdfico de organelas...”. Cuando se
analizé ambas proteinas con el programa HyperChem (HyperChem 8.0.8, HyperCube
Inc.) se pudo observar que tanto P1 como P2 presentan una isosuperficie de potencial
electrostatico similar, con la Unica diferencia de la “cola” que cuelga en la molécula de
P2 (Figura 43), lo que podria significar un impedimento estérico al momento de
interaccionar con el ADN que, por lo tanto, obligue a P2 a hacerlo de una manera mas
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 distribucion similar de cargas en su superficie, permiten suponer que la estructura
mas larga de P2 con respecto a P1 jugaria un papel importante en cuanto a la
interaccion con el ADN y, posiblemente también con los GAGs. Mas aun, si se observa
la estructura de P2, puede verse la “cola” que extiende la conformacion mas que P1y,
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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 podria ser también
responsable de una conformacidén un poco mas laxa en su unién con el ADN y entre las
protaminas entre si, explicando los puntos de menor condensacién donde estd
presente. Analizando la bibliografia, el grupo de Sanchez-Vazquez (Sanchez-Vazquez, R.
Reyes, et al. 1996), definid distintas especies de roedores como Clase | (conteniendo
exclusivamente P1, rata) o Clase Il (conteniendo tanto P1 como P2, ratén). Estos
investigadores demostraron que la descondensacién de la cromatina en los
espermatozoides de animales Clase | necesitaba mucho mdas tiempo (del orden de 6
horas) que los de los animales Clase I, dado que, en estos ultimos, la descondensacién
maxima se obtenia a los 60 minutos. Estos resultados, que coinciden con lo observado
en nuestro laboratorio y en la realizacion de este trabajo de tesis doctoral (los
resultados en rata no se muestran, pero la descondensacion ocurrio luego de las 6
horas de incubacién con GSH y heparina), parecen indicar con claridad que la
protamina P1 participaria en una unién mas fuerte, o por lo menos responsable de una
condensacién mayor de la cromatina, que la protamina P2 (Sanchez-Vazquez, ; R
Reyes, et al. 1996).

Utilizando la técnica de microscopia de fuerza atomica, el grupo de Allen (Allen et al.
1993), demostro que la cromatina espermatica en diversas especies esta organizada en
largos “loops”, sugiriendo que se mantienen las caracteristicas estructurales
importantes de la organizacidon cromatinica de las células somaticas, aunque se haya
reorganizado y empaquetado completamente durante la espermiogénesis. Esto
permite pensar en la existencia de una cromatina diferencialmente condensada vy
organizada, con lugares mas accesibles (posiblemente donde se encuentre P2 o
histonas remanentes) y otros mdas compactos, con la presencia sustancial de P1. Para
continuar el estudio in silico de las moléculas involucradas en la descondensacion de la
cromatina, se analizé al dermatan sulfato y a la heparina. Ambas moléculas parten con
una sulfatacion muy diferente, siendo la heparina mucho mas sulfatada que el
dermatdn sulfato y, por consiguiente, con mayor carga neta negativa por igualdad de
unidades disacaridicas. Utilizando modelos encontrados en bases de datos de la Web,
el analisis espacial de estas moléculas de glicosaminoglicanos mostré una clara
distribucién diferencial de las cargas negativas. El dermatan 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 permitiria, en principio,
localizar mucho mejor la interaccién de la heparina, haciendo que la misma sea mas
especifica que la del dermatan sulfato. Como consecuencia, la heparina podria
interaccionar con zonas mas ocluidas dentro de la cromatina por la presencia de P1 o
ausencia de histonas. Por el contrario, el dermatan sulfato entraria mas facilmente en
aquellos lugares mas accesibles (nucleosomas remanentes y con P2 presente), aunque
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no se visualice tan rapidamente por la poca cantidad presente en la cromatina
condensada. Las evidencias experimentales de nuestro laboratorio muestran que el
dermatan sulfato es capaz de descondensar mas eficientemente la cromatina murina
gue la humana, mientras que la heparina no pareceria mostrar diferencia alguna.
Considerando todas estas caracteristicas, nuestros resultados parecerian ser
coherentes con que el DS, un glicosaminoglicano menos sulfatado, mostrara una
mayor capacidad descondensante que la heparina con la cromatina de ratén (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
mas abundante y heparina/HS actuando en esas regiones de la cromatina mas
compactada, donde P1 estd presente. Una vez mas, estas indicaciones son
especulativas, pero estan sustentadas en los datos experimentales obtenidos.
Actualmente, nuestro laboratorio tiene en marcha un proyecto en colaboracién para
profundizar en este analisis estructural.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis, entonces, sugeririan que
la descondensacién no ocurre de la misma manera cuando se utiliza la combinacion de
heparina y DS. El sistema fue mas sensible cuando se utilizd H que cuando se utilizd DS
(Figuras 36), el maximo de descondensacion alcanzado con heparina fue mayor
(Figuras 37) y la cinética del proceso indico una respuesta mds rapida a este
glicosaminoglicano (Figura 35). Sin duda, estas diferencias podrian estar relacionadas
con las caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas, tal como ya mencionamos
anteriormente.

Otro aspecto importante que no debe descuidarse, al analizar los resultados de la
descondensacion 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
distribucién espacial de cargas, sino que el DS estda 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 plasmatica e
interactuar con la cromatina, pero eso todavia necesita ser estudiado.

A pesar de que la descondensacion de la cromatina ocurre de alguna manera mas
rapidamente en presencia de H que en presencia de DS, cuando ambos compuestos
son utilizados en conjunto, la descondensacion practicamente se duplica (Figura 38).
Esta observacidn nos motivo a estudiar un posible sinergismo entre ambas moléculas.
Tal comportamiento sinérgico sugeriria que los dos GAGs podrian estar actuando
juntos en regiones vecinas de la cromatina espermatica en lugar de actuar de manera
independiente en regiones alejadas o que, si lo hicieran en regiones no cercanas, la
descondensacion que se origine en un punto podria extenderse a zonas vecinas, con
un efecto permisivo para la accién de la otra molécula. Si el efecto de las moléculas
combinadas ocurriese de manera independiente y en zonas alejadas, se podria esperar
un simple efecto aditivo en la descondensacion cuando ambas moléculas son usadas
en simultdneo. 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 podria ser
observado de otra manera.

Cuando se analizd el efecto de la incubacion simultadnea versus secuencial con el
agente tiorreductor y la heparina (Figura 34), la adicién de H sola o GSH sélo en primer
lugar, resulté en una reduccion significativa de la descondensacion nuclear, con
respecto a la observada cuando ambas moléculas se agregaron en forma simultanea.
Cuando la cromatina se encuentra en su estado original (protaminas con puentes
disulfuro formados), probablemente esta tan compacta aun, que no permite la maxima
remocion de las protaminas por la heparina si ambas moléculas descondensantes,
heparina y GSH, no estan presentes al mismo tiempo. Esto sugiere la existencia de un
efecto cooperativo entre la heparina y el GSH durante la descondensacién de la
cromatina de espermatozoides y, a su vez, habla a favor de la ocurrencia simultanea en
lugar de secuencial de la reduccidon y remocién de las protaminas durante la
descondensacion nuclear in vivo. Tal como lo describid Julianelli (Julianelli et al. 2012b)
en espermatozoides humanos, los resultados presentados en esta tesis apoyan la
hipotesis que, durante la descondensacién del espermatozoide humano in vivo, el
heparan sulfato presente en el oocito no actia como un simple “aceptor” de las
protaminas, sino que también coopera con el GSH para la reduccién de los puentes
disulfuro de las mismas. Ambos glicosaminoglicanos (DS y HS, el equivalente
estructural de la heparina que esta fisioldogicamente presente en oocitos humanos y
murinos) parecen ser sintetizados por las células de la granulosa en respuesta a la
hormona foliculo estimulante (FSH) (Lenz et al. 1988; Tirone et al. 1993), pero segun
nuestro conocimiento, no hay informacién disponible de la cantidad presente en el
oocito. Con los resultados discutidos hasta aqui, se puede decir que los mismos
representan datos originales con lo que se muestra una accion de dos
glicosaminoglicanos en el proceso de descondensacién 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
clinica por problemas en su capacidad fecundante, utilizando la combinacién de
dermatan sulfato y heparina para detectar posibles anomalias en la condensacién
cromatinica. La presencia de heparan sulfato en oocitos murinos y humanos ya ha sido
comprobada en nuestro laboratorio; ahora queda extender esos estudios a la
presencia de dermatan sulfato en las células germinales femeninas.

Hasta el momento, los resultados presentados en esta tesis representan la primera
evidencia de una posible interaccion entre estos glicosaminoglicanos durante el
proceso de descondensacién de la cromatina espermatica.

Considerando que el resultado de la descondensacién cromatinica mostré una
diferencia sustancial entre espermatozoides capacitados y no capacitados, se puede
pensar que probablemente esto sea reflejo de cambios en la composicion de la
membrana y en la distribucion de proteinas espermaticas que se asocian al proceso de
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capacitaciéon. Los espermatozoides capacitados tienen mayores niveles de
descondensacion y también muestran una cinética de descondensacion mas rapida
gue los espermatozoides no capacitados, posiblemente como reflejo del papel de la
membrana plasmatica en la regulacién de la entrada de GAGs y/o GSH a la célula
(Romanato et al. 2003). Esto estaria sugiriendo que durante el tiempo de capacitacidon
se produciria un reordenamiento de moléculas en la membrana, necesario para que el
nucleo sea mas propenso a sufrir la descondensacién. Otra posible explicacién para
estas diferencias entre la descondensacion 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 mamiferos (Sutovsky & Schatten 1997; Oko & Sutovsky 2009). Esta
estructura es rica en puentes disulfuro y parece estar involucrada en la estabilizacidon
de la cromatina; su desapariciéon cuando la cabeza del espermatozoide se incorpora al
oocito colaboraria con la descondensacion de la cromatina. La teca perinuclear tendria
un papel en la regulacion de este proceso, aunque todavia 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), podrian estar
ocurriendo modificaciones sutiles en su estructura durante la capacitacion, lo cual
podria entonces alterar la sensibilidad de los espermatozoides a los agentes
descondensantes. Esta es una hipdtesis interesante que serda analizada en
experimentos futuros.

La microscopia electrdnica de espermatozoides descondensados permitié entender los
cambios ultraestructurales que tienen lugar durante la descondensacién nuclear de
espermatozoides de ratén (Figura 46). Los resultados obtenidos revelan que la
descondensacion comienza en la region caudal de la cabeza, donde se inserta la cola y
continua hacia arriba hasta que toda la cromatina esté descondensada. Al analizar las
microfotografias electrdnicas de los espermatozoides enteros en diferentes estadios
de descondensacion de la cromatina, resulta evidente la destruccién y desaparicién de
la membrana plasmatica ante la presencia de H/DS + GSH (Figura 46B y 46C), mientras
qgue la incubacion con el GSH solo no causa el mismo efecto (Figura 46A).
Acompanando al proceso de descondensacién cromatinica, 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
acompanfa de hinchazon (“swelling”) celular junto con un aumento de la permeabilidad
(Majno & lJoris 1995). Si se tiene en cuenta que la oncosis es causada por la
interrupcion de las bombas idnicas de la membrana plasmatica (Majno & Joris 1995) y
qgue la H esta relacionada con diversos receptores proteicos que controlan la
homeostasis del Ca®" (Felix et al. 2007) y que podria inhibir la ATPasa dependiente de
este cation, 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
suplementacién con GSH mejora la calidad de la criopreservacién de espermatozoides
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cuando se utiliza hasta una concentraciéon de 2 mM, previniendo la peroxidaciéon
lipidica como efecto de su caracter antioxidante (Ansari etal. 2012). Entonces, se
podria arglir que la combinacion de H y GSH tendria 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 descondensacion de la cromatina. En este caso,
el proceso podria permitir la liberacion del material genético, retenido por las
protaminas, ayudado por las caracteristicas fisicoquimicas 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 vy
agua, debido a los grupos altamente cargados y fuertemente empaquetados que
generan repulsion electrostatica. Si bien esto es altamente especulativo, no deja de ser
una posible explicacion a las imagenes de microscopia electrénica que muestran una
destruccién de las membranas, formando posibles “ampollas” ante el aumento
significativo del volumen nuclear que acomparia al proceso de descondensacién 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
plasmdtica 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,
serian las responsables de evitar la total desestabilizacidén y desintegracion del nucleo
durante la descondensacién in vitro. En coincidencia con los resultados observados
para la cinética de descondensacion, utilizar DS + GSH provoca un menor grado de
descondensacion 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 permitirian suponer la existencia de zonas de diferente
grado de condensacion dentro de la cromatina y distinto acceso a las moléculas, que se
harian evidentes cuando se utiliza la combinacion de estos dos glicosaminoglicanos
para descondensar la cromatina de espermatozoides murinos. Ha sido bien establecido
gue en células somaticas que estan sufriendo la division meidtica, los diferentes grados
de condensacion a lo largo de la cromatina son responsables de una sincronizacién
desigual cuando los cromosomas se duplican; nuestros hallazgos podrian reflejar una
situacion similar para la cromatina espermatica.

La microscopia electronica, también reveld6 que a medida que avanza la
descondensacion, las membranas se desorganizan y eventualmente desaparecen,
dejando altas concentraciones de cromatina condensada en la periferia de la célula.
Esta observacién es consistente con los descubrimientos realizados por el grupo de
Sanchez-Vazquez (Sanchez-Vazquez, R. Reyes, etal. 1996), quienes mostraron
resultados similares con H y GSH en espermatozoides de raton. El hecho que el
proceso de descondensacidn comience en la zona caudal de la cabeza del
espermatozoide, probablemente refleja la falta de teca perinuclear en esta regidén y
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apoya los hallazgos de Ramalho-Santos (Ramalho-Santos et al. 2000) quien demostro,
usando el modelo del mono Rhesus, que la persistencia de la teca perinuclear luego
del ICSI previene la descondensacién de la cromatina. Una vez mas, estos resultados
podrian indicar que la teca perinuclear estd involucrada en el proceso de
descondensacion de la cromatina.

Nuestros resultados apoyan la idea de la existencia de diferencias en la condensacion
de la cromatina en el nucleo del espermatozoide murino y humano y, probablemente,
no solamente debido a la diferencia en la proporcién de las protaminas, sino también
al porcentaje de histonas que quedan ancladas al ADN en cada especie. Esto, sin duda,
confiere caracteristicas particulares y especificas 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 nucleotidica, inciden
en la expresion de los genes, tanto una alteracion en la proporcién de las protaminas
P1:P2, como también una alteracion en su estado redox, podrian tener una incidencia
deletérea en el proceso reproductivo de los mamiferos.

En conclusidn, estos resultados presentan por primera vez evidencia de que dos
moléculas que estan normalmente presentes en el fluido folicular y el CCO y que
comparten ciertas caracteristicas fisicoquimicas, actian de manera sinérgica en la
descondensacion in vitro del espermatozoide murino. La presencia del DS adentro del
oocito no ha sido demostrada todavia, por lo que, hasta ahora, no es posible conocer
la relevancia bioldgica de este efecto sinérgico in vivo. De todas maneras, se puede
especular que este comportamiento cooperativo, en un evento tan importante como
es la descondensacion, esta posiblemente reflejando distintos grados de condensacién
cromatinica y por qué no asi la posibilidad de introducir un punto regulatorio en el
proceso, lo que podria ser de vital relevancia para el embrion.

Posible utilizacion del andlisis de la descondensacion de la cromatina espermadtica
murina u otros parametros de la fisiologia espermdtica, como indicadores del efecto
de toxicos reproductivos ambientales o ingeridos.

De lo expuesto en la primera parte de esta discusion, debe haber quedado en claro la
importancia que tiene la condensacion de la cromatina espermatica y su posterior
descondensacion, una vez ocurrida la fecundacién, para la generacién vy
mantenimiento del embridn y, también, cobmo podria resultar alterada ante pequefios
cambios en la proporcidon de protaminas, histonas y/o posible estado redox de las
mismas o el material genético en si mismo.

Se demostré ampliamente que los plaguicidas (organoclorados y organofosforados)
pueden dafar la linea germinal y las células somaticas del testiculo, y que sus efectos
son genotoxicos y teratogénicos (Bonde & Storgaard 2002). Los plaguicidas
organoclorados alteran la calidad de los espermatozoides, asi como también la

136



Discusion

estructura de la cromatina y del ADN en diferentes etapas de la espermatogénesis
(Salazar-Arredondo etal. 2008). El endosulfan es un insecticida y acaricida
organoclorado utilizado mundialmente. Debido a su alta toxicidad y poder de
bioacumulacién, su utilizacion ha sido prohibida en numerosos paises, incluida la
Argentina. Si bien en nuestro pais debié dejar de utilizarse a partir del 2013, no se
descartan efectos residuales, no se sabe qué se hara con el material remanente que ya se
ha acumulado y, dado que tampoco se conoce en mamiferos el efecto sobre la
reproduccion, es un punto interesante a estudiar. El espermatozoide, una célula
altamente diferenciada, posee una cromatina muy condensada, transcripcionalmente
inactiva y un compartimiento citoplasmatico metabdlicamente poco activo. Debido a
que el espermatozoide tiene una proporciéon superficie/volumen muy grande (mas de
50:1) es, posiblemente, propenso a sufrir los efectos de los plaguicidas, pudiendo
afectar el resultado de la fecundaciéon debido a sus efectos secundarios sobre la
funcion celular (Selvaraju et al. 2011).

Para esta parte del trabajo de tesis doctoral, la idea original fue estudiar el efecto de
dos tipos de toxicos reproductivos, uno normalmente encontrado en el ambiente
como resultado de su utilizacién para fumigacién (endosulfan) y otro, encontrado en el
organismo como resultado de su ingesta (etanol) como bebida. Sin embargo, por
razones que tuvieron que ver con la utilizacion del endosulfan en el bioterio, el comité
de ética del IBYME no autorizd la realizaciéon de experimentos in vivo intoxicando
animales por via intraperitoneal. Fue por ello, que nos vimos obligados a realizar
experimentos in vitro Unicamente. Si bien esto puede parecer, en primera instancia,
una falla en el estudio, permitié centrar la atencion en la posible utilizacion de
espermatozoides murinos y humanos como centinelas, indicadores de la presencia de
este toxico en el ambiente, analizando distintos aspectos de su funcionamiento:
viabilidad, motilidad y descondensacién cromatinica.

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 endosulfan
pero en el modelo de rata, concurrimos a su laboratorio para estudiar la
descondensacion de la cromatina de espermatozoide de rata, en condiciones de
intoxicacion leve con este compuesto. La necesidad de compatibilizacién de los
experimentos del grupo del Dr. Lugue, sumada a la ya mencionada diferencia en el
tiempo de descondensaciéon de los espermatozoides de rata comparados con los de
ratén, hizo que los resultados obtenidos no pudiesen ser analizados estadisticamente
por el bajo nimero 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, si pudo
realizarse con la colaboracion de la Dra. Elisa Cebral y permitido evaluar diversos
parametros de la funcidon espermatica, tales como viabilidad, motilidad, reaccién
acrosomal, hiperactivacion, descondensacion cromatinica y, ademas, continuar con la
evaluacion de su efecto sobre la fecundacion in vitro de oocitos murinos.
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Endosulfan

Cuando se utilizan herbicidas o plaguicidas, no es frecuente que se emplee el principio
activo en forma pura, porque generalmente sus caracteristicas fisicoquimicas hacen
gue no atraviesen libremente o facilmente las membranas celulares, sino que se utiliza
una formulacidon con diversos excipientes (no siempre conocidos) para facilitar el
acceso a los organismos para los que estan destinados. Por lo tanto, muchas veces el
efecto observado de estos compuestos radica mas en la combinacion del principio
activo con otros compuestos que en el principio activo, siendo los resultados
engafiosos al mostrar una toxicidad disminuida o nula, por la simple razén de que el
compuesto puro no penetrd los lugares destinados para su accién.

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 contd
con referencia bibliografica adecuada.

Espermatozoides murinos

Las evidencias que apuntan a un efecto deletéreo del endosulfan sobre la funcidn
espermatica, son consistentes con nuestros hallazgos in vitro cuando se incubaron
espermatozoides con endosulfan en distintas formulaciones, en los que se observo que
el porcentaje de motilidad disminuyd drasticamente en presencia del plaguicida.

La motilidad del espermatozoide depende, fundamentalmente, de dos factores: uno es
la generacion de energia por las mitocondrias y el otro es la posibilidad de las
proteinas del flagelo de formar y romper puentes disulfuro. El trabajo de Cabrillana
(Cabrillana et al. 2011), indica claramente que durante la maduracion epididimaria, se
modifican las uniones puentes disulfuro, involucradas no solamente en la
condensaciéon de la cromatina sino también en la estabilizacion de las organelas de la
cola. La proteina ODF-1 (outer dense fiber 1) fue relacionada, particularmente, con la
motilidad espermatica. Como todo cambio macroscépico puede, muy probablemente,
ser reflejo de una modificacion 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 caracteristicas estrogénicas, generadas como resultado
del metabolismo enddgeno de los andrégenos dentro del tracto reproductor
masculino o como consecuencia de la exposicidon ambiental, estan relacionadas con la
producciéon de ROS y el dafio en el ADN (Bennetts et al. 2008). Algunos grupos afirman
qgue el endosulfan produce estrés oxidativo afectando de esta manera al ADN
espermatico y que el tratamiento con vitamina E revierte efectivamente la disminucién
en cantidad y calidad de los espermatozoides producida por el plaguicida, protegiendo

138



Discusion

la estructura testicular de los dafios causados por el endosulfan. Estos efectos podrian
deberse al poder antioxidante de la vitamina E que actuaria disminuyendo los efectos
negativos del endosulfan sobre el sistema reproductivo (Wang et al. 2012b). Debido a
la naturaleza liposoluble de la vitamina E, todo esto apunta a peroxidacién de lipidos
de membrana. Sin embargo, todavia no se conocen los efectos de este plaguicida
sobre la descondensacién de la cromatina. Los resultados encontrados en los
experimentos realizados en esta tesis indicarian que el endosulfan, in vitro, actua
favoreciendo la misma (Figura 48 y Figura 49). Por lo que mencionaré mas adelante,
muy probablemente este incremento en la descondensacién seria el resultado de
modificaciones a nivel de la membrana del espermatozoide que permitirian un mejor
ingreso de los agentes descondensantes a la célula.

Un aumento en la descondensacion de la cromatina, dejaria al ADN mas expuesto a ser
atacado por especies reactivas de oxigeno, en el caso que este compuesto las hubiese
generado. Un ADN mds expuesto, podria ser susceptible a ver incrementada su
fragmentacion vy, por lo tanto, se decidio evaluar el efecto del endosulfan sobre este
parametro y los resultados demostraron que hay un aumento significativo del
porcentaje de espermatozoides con TUNEL positivo, sugiriendo que existe un aumento
de la fragmentaciéon del ADN en presencia del plaguicida (Figura 51). Hay evidencias en
la bibliografia que indican que el endosulfan provocaria la apoptosis de células
germinales de ratén mediante la desregulacién de los canales de Ca** (Ren et al. 2008)
asi 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 afio 2010,
Mitchell (Mitchell etal. 2011) publicdé resultados que indicarian que el ensayo
convencional de TUNEL no es un método sensible para analizar la fragmentacion del
ADN espermatico debido a que la alta compactacién de la cromatina de los
espermatozoides impide el correcto acceso de la enzima TdT a los sitios donde el ADN
esta clivado. En sus experimentos, Mitchell demostré que el pretratamiento de los
espermatozoides con DTT incrementaba significativamente los niveles de dafio
detectados en el ADN mediante el ensayo de TUNEL. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, para evaluar los efectos del endosulfan sobre la cromatina de los
espermatozoides murinos, la técnica se realizd sobre espermatozoides previamente
descondensados. Debido a esta variante en la técnica, es que decidimos analizar si
existia alguna correlacion entre el grado de descondensacion de la cromatina vy la
fragmentacion del ADN (Figura 52). En ninguno de los casos, tanto en los
espermatozoides que fueron expuestos al plaguicida como en los que no, se observo
correlacion alguna entre el grado de descondensacién cromatinica y la fragmentacién
de ADN, expresada como TUNEL positivo. Esto pareceria sugerir que la fragmentacion
del ADN no estaria aumentada como consecuencia de la descondensacion, sino que,
tal vez, la fragmentacidn sea una consecuencia de la presencia directa del endosulfan o
de especies reactivas generadas por esta molécula, sobre un ADN mas libre y
susceptible de ser atacado. Por lo tanto, el aumento en la descondensacion tal vez
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haya sido producto de un mayor y mejor ingreso de las sustancias descondensantes
debido al efecto del toxico de endosulfan sobre la membrana del espermatozoide.
Lamentablemente, por problemas ajenos al laboratorio, no fue posible cerrar este
trabajo de tesis doctoral con el analisis del estado de las membranas de los
espermatozoides tratados con endosulfan y sus formulaciones, mediante microscopia
electrénica de transmision y/o barrido.

De haber podido realizar los estudios in vivo, tal vez se hubiese podido demostrar que
la fragmentacién del ADN no ocurriria como un efecto directo del endosulfan 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 dafio oxidativo y la consecuente activaciéon de la via apoptdtica
intrinseca afectando, eventualmente, la produccidon de gametas (Rastogi et al. 2014).
Habiendo encontrado un efecto sobre la motilidad espermatica y sobre la
descondensacion, como paso previo al estudio del estado redox de las células, se
decidié 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 endosulfan, aun cuando el endosulfan habia incrementado
significativamente la descondensacién cromatinica (Figura 54).

Para continuar con el estudio de los efectos del endosulfan in vitro sobre el estado
redox celular, partimos de la base que datos bibliograficos recientes indican que el
endosulfan es capaz de incrementar la produccion de ROS como resultado de la accién
de la NADPH-oxidasa, asi como también de la familia de oxidasas NOX. Ademas,
estimularia la via de sefalizacién Akt/MAPK y la expresidn de COX-2 en macrofagos de
ratén (Kim et al. 2015). Otros investigadores demostraron que el endosulfan 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 estudié su efecto in vitro sobre
células Jurkat T en concentraciones entre 0 y 100 uM, el endosulfan actué inhibiendo
la enzima SOD y el GSH. La generacién de ROS resultd ser dependiente de la dosis y
tiempo de incubacién (Kannan & Jain 2003). Estudios realizados en el cerebro de ratas
demostraron que el endosulfan induce la formacién de ROS y peroxidacion lipidica. Lo
mismo ocurrid cuando se investigd su efecto en S. cerevisiage y lineas celulares
humanas (Sohn et al. 2004).

En el presente trabajo de tesis, al estudiar la posibilidad que el endosulfan fuera
responsable de generar estrés oxidativo en los espermatozoides murinos, midiendo la
actividad de sistemas enzimaticos relacionados con la regulacién del estado redox de
la célula, asi como también la generacion de GSH y la peroxidacion lipidica, no fue
posible observar diferencias significativas entre los espermatozoides incubados con
endosulfan y los controles (Figura 55). La inspeccion de esta Figura pone de manifiesto
gue los errores son bastante elevados, lo cual hace pensar que ameritaria, 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 téxicos de
plaguicidas como el endosulfan, debido a la facilidad de obtencion de las gametas, la
existencia de personas intoxicadas con este y otros productos similares, ameritd el
estudio del efecto del plaguicida in vitro sobre los pardmetros espermaticos de
muestras humanas.

El andlisis de la viabilidad y motilidad de los espermatozoides humanos, obtenidos de
dadores voluntarios sanos, mostro resistencia a la muerte y una alteracion de la
motilidad solamente a la concentracién mas elevada utilizada de endosulfan Zebra
Ciagro® (Figura 56).

Al analizar la descondensacion de la cromatina espermatica en espermatozoides
humanos, la Unica formulacién de endosulfan capaz de afectarla fue el Zebra Ciagro®
resultando en un incremento de la misma (Figura 57). Queda analizar la fragmentacién
del ADN y la presencia de especies reactivas de oxigeno 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 comparacion con los de ratdn.

Tomando todos los resultados en su conjunto, el efecto del plaguicida endosulfan en
sus diversas formulaciones, parece afectar la motilidad de los espermatozoides v la
descondensacién de la cromatina, incrementandola, sin modificar el estado redox de la
célula, pero posiblemente, afectando la integridad de la membrana plasmatica y, de
este modo, permitiendo un mejor ingreso de los agentes descondensantes. Como
consecuencia de una cromatina mas laxa, se produciria una mayor fragmentacion del
ADN, con las posibles consecuencias deletéreas en la fecundacion y posterior
formacion y desarrollo embrionario.

Etanol

Hace tiempo se demostré que el etanol podria tener un efecto directo sobre las
gonadas (Van Thiel et al. 1978; Dees & Skelley 1990) y el eje hipotalamo- hipofisario
(Cicero & Badger 1977; Dees et al.; Valimaki et al. 1990). En los humanos, se mostré
gue las consecuencias clinicas del etanol desencadenan retraso en la madurez sexual y
afectan tanto la fertilidad como el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias (Anderson et al. 1987). Sin embargo, a pesar de que el etanol es una
sustancia ampliamente usada, sus efectos sobre la funcidon reproductiva masculina
siguen siendo controversiales (Auger et al. 2001; Martini et al. 2004; Muthusami &
Chinnaswamy 2005; Pajarinen etal. 1996). La especie murina resulté ser
particularmente Util para estudiar los efectos del etanol sobre la funcién reproductiva
masculina (Anderson et al. 1981; Anderson et al. 1983; Morton et al. 2014; Weston
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etal. 1994; Wieczorek etal. 2015) debido a la similitud entre los nucleos de
espermatozoides murinos y humanos.

Para los efectos de este trabajo de tesis doctoral, se simulé un consumo semicrénico
de etanol, con un 15% V/V en el agua de bebida. Al analizar los pardmetros seminales,
se encontrd una alta frecuencia de cabezas y colas anormales como consecuencia del
consumo semicrénico 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 genotdxicos sobre las células somaticas y a las anormalidades
morfoldgicas y aberraciones morfoldgicas de las espermatogonias y la metafase
meidtica encontradas en hombres alcohdlicos (Lewis-Jones et al. 2003). La cabeza del
espermatozoide se considera normal cuando la membrana plasmatica, la envoltura
nuclear y la cromatina tienen apariencia normal, junto con los componentes del
axonema, las mitocondrias y la membrana plasmatica del flagelo.

Si bien el consumo de etanol en las condiciones estudiadas no demostré 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 bibliografia, dado que en
general diversos trabajos han reportado una disminucion 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 hiperactivacion fue significativamente menor en los
espermatozoides que se obtuvieron de animales tratados, con respecto a los
espermatozoides provenientes de animales control (Figura 60). Las anomalias en el
axonema y el periaxonema son caracteristicas que se encuentran en los hombres
infértiles, y se cree que estan relacionadas con la pérdida de motilidad de los
espermatozoides de estos pacientes. Ademas, las malformaciones en ciertas regiones
del nucleo de los espermatozoides se han asociado a dafio en el ADN (Mauri et al.
2011). En este trabajo encontramos diferencias significativas en el nimero de
espermatozoides con nucleo y flagelo morfolégicamente anormal, lo que
probablemente esté asociado con las dificultades de los espermatozoides del grupo de
animales intoxicados para alcanzar el mismo nivel de hiperactivacion que los de los
controles.

La reaccién acrosomal es requisito para que el espermatozoide pueda fecundar al
oocito. Al analizar este evento, se encontré un porcentaje menor de espermatozoides
provenientes de ratones alcoholizados capaz de sufrir reaccion acrosomal, ya sea
espontaneamente o en respuesta al estimulo con progesterona (Figura 61). Muy
probablemente esto sea indicativo de modificaciones a nivel de la membrana, con una
posible alteracion de los receptores para progesterona o, alternativamente, alguna
otra alteracion que justifique una mayor estabilidad de la membrana y generar una
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mayor resistencia a la reaccion. También podria relacionarse con la capacidad del
etanol de interferir con los mecanismos de transduccion de sefiales que disparan
respuestas intracelulares (Hoek & Rubin 1990).

Si tomamos estos resultados en conjunto, el consumo de etanol pareceria modificar
dos eventos importantes previos a la fecundacion: 1) la hiperactivacion, que permite
qgue el espermatozoide atraviese la capa de células granulosas y también la zona
pellcida, y 2) la reaccidon acrosomal, que facilita el ingreso del espermatozoide hacia la
zona pellcida 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 fecundacion in vitro e in vivo
(Anderson etal. 1981; Anderson etal. 1983) mediante la inhibicion de procesos
esenciales (capacitacién y reaccién acrosomal) que preceden a la penetracion del
oocito.

Existe evidencia en la literatura, que sugiere que el etanol podria inducir
anormalidades en la integridad nuclear de los espermatozoides (Anifandis et al. 2014;
Eid etal. 2002). En este trabajo de tesis, cuando se analizd la descondensacion
cromatinica, 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 mas descondensada ( a R. Talebi et al. 2011).

El nucleo 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 estd 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 condensacién de la cromatina estan
disminuidos con respecto a otras especies que solamente contiene P1, porque P2 tiene
menos residuos de cisteina que P1 (Corzett et al. 2002b; Jager 1990). Teniendo esto en
cuenta, y considerando las diversas causas de dafio en el ADN entre las que se incluye
el empaquetamiento anormal de la cromatina durante la espermiogénesis, la
apoptosis y la produccion excesiva de especies reactivas del oxigeno (Esfahani &
Hossein 2008), es tentador pensar en la alteracion de la cromatina como consecuencia
del consumo del etanol.

Haber encontrado diferencias significativas en el proceso de descondensacion in vitro
de espermatozoides provenientes de machos intoxicados con respecto a los
espermatozoides control, permitid sospechar la existencia de efectos adversos del
etanol sobre la fecundacién. Por otra parte, hay suficiente evidencia en la literatura
gue afirma que el etanol afecta las tasas y los parametros asociados a los tratamientos
de fecundacidn in vitro (Nicolau et al. 2014; Rossi et al. 2011; Wdowiak et al. 2014). En
el afio 1983 Anderson (Anderson et al. 1983) analizo el efecto del consumo del etanol
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sobre espermatozoides de ratdn y observd una reduccion de la fertilidad en funcion de
la dosis de etanol y el tiempo de exposicion utilizados. Sin embargo, afios después,
Cebral (Cebral et al. 2007) demostrd que el consumo de etanol no disminuia las tasas
de fecundacion 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 fecundacion in vitro en este trabajo, se observd que el
porcentaje de oocitos con cabezas de espermatozoides descondensadas aumentd 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
disminuyé conforme la fecundacién avanzdé y los nucleos descondensados se
transformaron en pronucleos. Consecuentemente, en este tiempo se observdo un
mayor porcentaje de pronucleos en los animales tratados con etanol que en los
controles (Figura 65). Lo mismo sucedio a las 4,5 horas. Esta diferencia en la cinética de
descondensacion in vivo de ambos grupos estaria indicando una aceleracién del
proceso de descondensacion de la cromatina y formacion de pronucleos en los
animales intoxicados con etanol. De la misma manera, cuando se analizé el porcentaje
de fecundacion total, éste fue mayor en los animales intoxicados que en los animales
control (Figura 66). Los resultados revelan que la ingestidon semicronica de etanol
afecta la dindmica de la fecundacion in vitro de ratones macho intoxicados, y seria
importante estudiar los mecanismos por los cuales se producen estos cambios,
profundizando en las posibles consecuencias que esto podria acarrear en el desarrollo
posterior del embridn horas o dias después.

Un posible mecanismo responsable del incremento del dafo 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 vias de sefalizacion importantes responsables de la maduracién, capacitacién,
hiperactivacion y reaccion acrosomal de los espermatozoides (Du Plessis et al. 2015).
Considerando los cambios observados en los pardmetros espermaticos en este trabajo,
se planted 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
disminucién 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 formacion de malondialdehido como indice general de
formacion de especies reactivas de oxigeno. En nuestras condiciones de trabajo, no se
encontraron diferencias significativas en los parametros analizados, probablemente
debido al bajo nimero 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, seria de gran importancia poder continuar estos experimentos a fin
de dilucidar el mecanismo y su relacién con la mayor descondensacion de la cromatina
de los espermatozoides.
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Este trabajo de tesis doctoral permitid caracterizar el proceso de descondensacion 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 fecundacién: el dermatan sulfato y
el heparan sulfato (mediante el uso de su andlogo estructural, la heparina). Esto no
solamente resulta un dato novedoso, sino que sugiere una descondensacion
diferencial en distintas regiones de la cromatina que, en un estudio translacional
podria ser aprovechado para el analisis de pacientes que consultan por problemas de
fertilidad y cuyos espermatozoides permanecen condensados, aun luego del
tratamiento por ICSI.

La posible utilizacién del analisis de descondensacién cromatinica como indicativo de
la presencia y efecto de desorganizadores reproductivos como el endosulfan y el
etanol, no parece ser muy efectiva dado que su sensibilidad no resultaria adecuada.
Sin embargo, el estudio indicd que la exposicion a ambos tdxicos resultaba en una
mayor descondensacion cromatinica. Si bien esto podria tomarse como una sefial
positiva, existen antecedentes bibliograficos que indican que una mayor
descondensacion no necesariamente se correlaciona con una mejor velocidad de
penetracion espermatica (Carrell et al. 1998), sino que puede traer como consecuencia
una mayor inestabilidad genética con mayor incidencia en la fragmentacion del ADN,
con el consecuente efecto deletéreo para la formacion de un embrion viable.

Considero que este trabajo ha permitido incorporar nueva informacion al
conocimiento y comprension del complejo proceso de la fecundacion en mamiferos,
con una posible aplicacién a la salud reproductiva humana. Asi mismo, ha dado los
primeros pasos a una solucidén in silico del todavia no resuelto problema de la
interaccion nuclear entre ADN, protaminas y los GAGs posiblemente responsables de
la descondensacion in vivo, ese paso fundamental hacia la singamia.

146



BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

Abazari-Kia, A.H. et al., 2014. Intracellular glutathione content, developmental competence and
expression of apoptosis-related genes associated with G6PDH-activity in goat oocyte. Journal of
assisted reproduction and genetics, 31(3), pp.313-21. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24356867.

Addolorato, G. et al., 1997. Energy expenditure, substrate oxidation, and body composition in subjects
with chronic alcoholism: new findings from metabolic assessment. Alcoholism, clinical and
experimental research, 21(6), pp.962-7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/9309302 [Accedido febrero 15, 2016].

Aebi, H. et al., 1964. Separation of catalase and other red cell enzymes from hemoglobin by gel
filtration. Experientia, 20(2), pp.103—4. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/5852152 [Accedido febrero 15, 2016].

Aitken, R.J., 1997. Molecular mechanisms regulating human sperm function. Molecular human
reproduction, 3(3), pp.169—73. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9237243.

Aitken, R.J. et al., 2003. Multiple forms of redox activity in populations of human spermatozoa.
Molecular human reproduction, 9(11), pp.645—-61. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14561808 [Accedido febrero 15, 2016].

Aitken, R.J. & Sawyer, D., 2003. The human spermatozoon--not waving but drowning. Advances in
experimental medicine and biology, 518, pp.85—98. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12817679 [Accedido febrero 15, 2016].

Ajduk, A., Yamauchi, Y. & Ward, M.A., 2006. Sperm chromatin remodeling after intracytoplasmic sperm
injection differs from that of in vitro fertilization. Biology of reproduction, 75(3), pp.442-51.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/16775225 [Accedido enero 27, 2016].

Allen, M.J. et al., 1993. Atomic force microscopy of mammalian sperm chromatin. Chromosoma, 102(9),
pp.623-30. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8306824 [Accedido febrero 9,
2016].

Aly, H.A.A. & Khafagy, R.M., 2014. Taurine reverses endosulfan-induced oxidative stress and apoptosis in
adult rat testis. Food and chemical toxicology : an international journal published for the British
Industrial Biological Research Association, 64, pp.1-9. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24262488 [Accedido enero 16, 2016].

Alyea, R.A. & Watson, C.S., 2009. Differential regulation of dopamine transporter function and location
by low concentrations of environmental estrogens and 17beta-estradiol. Environmental health
perspectives, 117(5), pp.778-83. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2685841&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 14, 2016].

Anderson, D. et al., 2003. Oestrogenic compounds and oxidative stress (in human sperm and
lymphocytes in the Comet assay). Mutation research, 544(2-3), pp.173—8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14644319 [Accedido febrero 16, 2016].

Anderson, M.E., 1985. Determination of glutathione and glutathione disulfide in biological samples.
Methods in enzymology, 113, pp.548-55. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/4088074 [Accedido febrero 8, 2016].

Anderson, R.A. et al., 1989. Biochemical and structural evidence for ethanol-induced impairment of
testicular development: apparent lack of Leydig cell involvement. Toxicology and applied
pharmacology, 100(1), pp.62—85. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2763303
[Accedido enero 16, 2016].

147



Bibliografia

Anderson, R.A. et al., 1987. Delayed pubertal development of the male reproductive tract associated
with chronic ethanol ingestion. Biochemical pharmacology, 36(13), pp.2157—-67. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3606634 [Accedido febrero 10, 2016].

Anderson, R.A., 1981. Endocrine balance as a factor in the etiology of the fetal alcohol syndrome.
Neurobehavioral toxicology and teratology, 3(2), pp.89—104. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/7019743 [Accedido febrero 5, 2016].

Anderson, R.A. et al., 1983. Ethanol-induced male infertility: impairment of spermatozoa. The Journal of
pharmacology and experimental therapeutics, 225(2), pp.479—86. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6682442 [Accedido enero 27, 2016].

Anderson, R.A. et al., 1981. Tetratological evaluation of mouse fetuses after paternal alcohol ingestion.
Neurobehavioral toxicology and teratology, 3(2), pp.117-20. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/7254458 [Accedido enero 27, 2016].

Anifandis, G. et al., 2014. The impact of cigarette smoking and alcohol consumption on sperm
parameters and sperm DNA fragmentation (SDF) measured by Halosperm(®). Archives of
gynecology and obstetrics, 290(4), pp.777-82. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24840110 [Accedido enero 26, 2016].

Ansari, M.S. et al., 2012. Glutathione-supplemented tris-citric acid extender improves the post-thaw
quality and in vivo fertility of buffalo (Bubalus bubalis) bull spermatozoa. Reproductive biology,
12(3), pp.271-6. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23153697 [Accedido febrero
9, 2016].

Antherieu, S. et al., 2007. Endosulfan Decreases Cell Growth and Apoptosis in Human HaCaT
Keratinocytes: Partial ROS-Dependent ERK1/2 Mechanism. J. Cell. Physiol, 213, pp.177-186.

Aravin, A.A. & Bourc, D., 2008. Small RNA guides for de novo DNA methylation in mammalian germ cells.
Genes and Development, 22(8), pp.970-975.

Arnold, K. et al., 2006. The SWISS-MODEL workspace: a web-based environment for protein structure
homology modelling. Bioinformatics (Oxford, England), 22(2), pp.195-201. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16301204 [Accedido octubre 8, 2014].

Arpanahi, A. et al., 2009. Endonuclease-sensitive regions of human spermatozoal chromatin are highly
enriched in promoter and CTCF binding sequences. Genome Research, 19(8), pp.1338-1349.

Astoviza, M.J. et al., 2016. Massive airborne Endosulfan inputs related to intensive agriculture in
Argentina’s Pampa. Chemosphere, 144, pp.1459-66. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26495831 [Accedido febrero 15, 2016].

Aten, R.F., Duarte, K.M. & Behrman, H.R., 1992. Regulation of ovarian antioxidant vitamins, reduced
glutathione, and lipid peroxidation by luteinizing hormone and prostaglandin F2 alpha. Biology of
reproduction, 46(3), pp.401-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1617013
[Accedido febrero 16, 2016].

Auger, J. et al., 2001. Sperm morphological defects related to environment, lifestyle and medical history
of 1001 male partners of pregnant women from four European cities. Human reproduction
(Oxford, England), 16(12), pp.2710-7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11726600 [Accedido enero 27, 2016].

Austin, C.R., 1951. Observations on the penetration of the sperm in the mammalian egg. Australian
journal of scientific research. Ser. B: Biological sciences, 4(4), pp.581-96. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/14895481 [Accedido diciembre 31, 2015].

Austin, C.R. & Braden, A.W.H., 1952. Passage of the sperm and the penetration of the egg in mammals.
Nature, 170(4335), pp.919-21. Available at: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/13013256

148



Bibliografia

[Accedido diciembre 31, 2015].

Baker, M.A. et al., 2004. Identification of cytochrome P450-reductase as the enzyme responsible for
NADPH-dependent lucigenin and tetrazolium salt reduction in rat epididymal sperm preparations.
Biology of reproduction, 71(1), pp.307—-18. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15031143 [Accedido febrero 15, 2016].

Baker, M.A. & Aitken, R.J., 2004. The importance of redox regulated pathways in sperm cell biology.
Molecular and Cellular Endocrinology, 216, pp.47-54.

Balhorn, R., 1982. A model for the structure of chromatin in mammalian sperm. The Journal of cell
biology, 93(2), pp.298-305. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2112839&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 2, 2016].

Balhorn, R., 2007. The protamine family of sperm nuclear proteins. Genome Biology, 8.

Balhorn, R., Gledhill, B.L. & Wyrobek, A.J., 1977. Mouse sperm chromatin proteins: quantitative isolation
and partial characterization. Biochemistry, 16(18), pp.4074-80. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/911755 [Accedido enero 29, 2016].

Ball, B.A., Vo, A.T. & Baumber, J., 2001. Generation of reactive oxygen species by equine spermatozoa.
American journal of veterinary research, 62(4), pp.508-15. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11327456 [Accedido febrero 16, 2016].

Banfi, B. et al., 2001. A Ca(2+)-activated NADPH oxidase in testis, spleen, and lymph nodes. The Journal
of biological chemistry, 276(40), pp.37594-601. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11483596 [Accedido febrero 15, 2016].

Baraona, E. et al., 2001. Gender differences in pharmacokinetics of alcohol. Alcoholism, clinical and
experimental research, 25(4), pp.502—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11329488 [Accedido febrero 3, 2016].

Barros, C. & Mufioz, G., 1973. Sperm-egg interaction in immature hamster oocytes. The Journal of
experimental zoology, 186(1), pp.73—8. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/4754413 [Accedido febrero 14, 2016].

Barry, J.M. & Merriam, R.W., 1972a. Swelling of hen erythrocyte nuclei in cytoplasm from Xenopus eggs.
Experimental Cell Research, 71(1), pp.90-96. Available at: papers2://publication/uuid/C4878F4E-
5005-48DE-AF5A-5D29909FE3CD.

Barry, J.M. & Merriam, R.W., 1972b. Swelling of hen erythrocyte nuclei in cytoplasm from Xenopus eggs.
Experimental cell research, 71(1), pp.90—6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4554575 [Accedido enero 10, 2016].

Beauchamp, C. & Fridovich, I., 1971. Superoxide dismutase: improved assays and an assay applicable to
acrylamide gels. Analytical biochemistry, 44(1), pp.276—87. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4943714 [Accedido diciembre 30, 2015].

Beckman, K.B. & Ames, B.N., 1998. The free radical theory of aging matures. Physiological reviews, 78(2),
pp.547-81. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/9562038 [Accedido enero 25,
2016].

Bedford, J., Bent, M. & Calvin, H., 1973. Variations in the structural character and stability of the nuclear
chromatin in morphologically normal human spermatozoa. Journal of reproduction and fertility,
33, pp.19-29. Available at: http://www.reproduction-online.org/content/33/1/19.short.

Bedford, J.M., 1998. Mammalian fertilization misread? Sperm penetration of the eutherian zona
pellucida is unlikely to be a lytic event. Biology of reproduction, 59(6), pp.1275-87. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9828168.

149



Bibliografia

Bellin, M.E. et al., 1986. Glycosaminoglycans in follicular fluid from women undergoing in vitro
fertilization and their relationship to cumulus expansion, fertilization, and development. Fertility
and sterility, 45(2), pp.244-8. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2936627
[Accedido febrero 10, 2016].

Bellvé, A.R. et al., 1988. Purification and characterization of mouse protamines P1 and P2. Amino acid
sequence of P2. Biochemistry, 27(8), pp.2890—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3401454 [Accedido enero 26, 2016].

Bench, G.S. et al., 1996. DNA and total protamine masses in individual sperm from fertile mammalian
subjects. Cytometry, 23(4), pp.263—71. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8900468 [Accedido enero 26, 2016].

Bennetts, L.E. et al., 2008. Impact of estrogenic compounds on DNA integrity in human spermatozoa:
evidence for cross-linking and redox cycling activities. Mutation research, 641(1-2), pp.1-11.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18342339 [Accedido enero 26, 2016].

Berrios, M. & Bedford, J.M., 1979. Oocyte maturation: aberrant post-fusion responses of the rabbit
primary oocyte to penetrating spermatozoa. Journal of cell science, 39, pp.1-12. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/528576 [Accedido enero 6, 2016].

Biasini, M. et al., 2014. SWISS-MODEL: modelling protein tertiary and quaternary structure using
evolutionary information. Nucleic acids research, 42(Web Server issue), pp.W252-8. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4086089&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido julio 10, 2014].

Bittman, E.L., 2015. Timing in the Testis. Journal of Biological Rhythms, XX(X), pp.1-25. Available at:
http://jbr.sagepub.com/cgi/doi/10.1177/0748730415618297.

Bizzaro, D. et al., 2000. Sperm decondensation during fertilisation in the mouse: presence of DNase |
hypersensitive sites in situ and a putative role for topoisomerase Il. Zygote (Cambridge, England),
8(3), pp.197-202. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11014498 [Accedido
febrero 15, 2016].

Bonde, J.P. & Storgaard, L., 2002. How work-place conditions, environmental toxicants and lifestyle
affect male reproductive function. International journal of andrology, 25(5), pp.262—8. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12270022 [Accedido febrero 9, 2016].

Botella, B. et al., 2004. Exposure of women to organochlorine pesticides in Southern Spain.
Environmental research, 96(1), pp.34—-40. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15261782 [Accedido enero 13, 2016].

Bretveld, R.W. et al., 2006. Pesticide exposure: the hormonal function of the female reproductive
system disrupted? Reproductive biology and endocrinology : RB&E, 4, p.30. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1524969&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 15, 2016].

Brewer, L., Corzett, M. & Balhorn, R., 2002. Condensation of DNA by Spermatid Basic Nuclear Proteins*.
Brewer, L.R., Corzett, M. & Balhornz, R., 1999. References and Notes 1., 286(October), pp.3—6.

Brykczynska, U. et al., 2010. Repressive and active histone methylation mark distinct promoters in
human and mouse spermatozoa. Nature structural & molecular biology, 17(6), pp.679-87.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20473313 [Accedido enero 29, 2016].

Buffone, M.G. et al., 2009. Functional consequences of cleavage, dissociation and exocytotic release of
ZP3R, a CABP-related protein, from the mouse sperm acrosomal matrix. Journal of cell science,
122(Pt 17), pp.3153-60. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2729263&tool=pmcentrez&renderty

150



Bibliografia

pe=abstract [Accedido enero 5, 2016].

Buffone, M.G. et al., 2012. Heads or tails? Structural events and molecular mechanisms that promote
mammalian sperm acrosomal exocytosis and motility. Molecular reproduction and development,
79(1), pp.4-18. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3240700&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 1, 2016].

Buffone, M.G., Hirohashi, N. & Gerton, G.L., 2014. Unresolved questions concerning Mammalian sperm
acrosomal exocytosis. Biology of reproduction, 90(5), p.112. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24671881.

Burns, K.H. et al., 2003. Roles of NPM2 in chromatin and nucleolar organization in oocytes and embryos.
Science (New York, N.Y.), 300(5619), pp.633—6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12714744 [Accedido febrero 13, 2016].

Bustos Obregon, E. et al., 1975. Morphological appraisal of gametogenesis. Spermatogenetic process in
mammals with particular reference to man. Andrologia, 7(2), pp.141-163. Available at:
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&id=1103652&retmode=re
f&cmd=prlinks\npapers3://publication/uuid/A8B81287-0677-4225-AC83-D3B6520CD110.

Butinof, M. et al., 2015. Pesticide exposure and health conditions of terrestrial pesticide applicators in
Cdérdoba Province, Argentina. Cadernos de satde publica, 31(3), pp.633—46. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/25859729 [Accedido enero 16, 2016].

Cabaleiro, T. et al., 2008. Effects of in utero and lactational exposure to endosulfan in prefrontal cortex
of male rats. Toxicology Letters, 176(1), pp.58-67.

Cabrillana, M.E. et al., 2011. Characterization of flagellar cysteine-rich sperm proteins involved in
motility, by the combination of cellular fractionation, fluorescence detection, and mass
spectrometry analysis. Cytoskeleton (Hoboken, N.J.), 68(9), pp.491-500. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/21780308 [Accedido febrero 9, 2016].

Caires, K.C. et al., 2012. Acute ethanol exposure affects spermatogonial stem cell homeostasis in pre-
pubertal mice. Reproductive toxicology (ElImsford, N.Y.), 33(1), pp.76—84. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/22198099 [Accedido enero 16, 2016].

Calvin, H.l. & Bedford, J.M., 1971. Formation of disulphide bonds in the nucleus and accessory structures
of mammalian spermatozoa during maturation in the epididymis. Journal of reproduction and
fertility. Supplement, 13, p.Suppl 13:65-75. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5292801 [Accedido noviembre 28, 2015].

Calvin, H.l., Grosshans, K. & Blake, E.J., 1986. Estimation and manipulation of glutathione levels in
prepuberal mouse ovaries and ova: relevance to sperm nucleus transformation in the fertilized
egg. Gamete research, 14(3), pp.265-275.

Campion, S. et al., 2012. Male reprotoxicity and endocrine disruption. EXS, 101, pp.315-60. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3650643&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 16, 2016].

Carranco, A. et al., 1983. Heparin-induced nuclei decondensation of mammalian epididymal
spermatozoa. Archives of andrology, 10(3), pp.213-8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6882087 [Accedido enero 8, 2016].

Carrell, D.T., Emery, B.R. & Peterson, C.M., 1998. The correlation of sperm chromatin decondensation
following in vitro exposure to heparin and sperm penetration rates. Journal of assisted
reproduction and genetics, 15(9), pp.560—4. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3454926&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 10, 2016].

151



Bibliografia

Carrell, D.T. & Liu, L., 2002. Heparin binding sites are present at a higher concentration on sperm of
subfertile men than donors of known fertility. Archives of andrology, 48(2), pp.147-54. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11868628 [Accedido febrero 13, 2016].

Carrend, J. et al., 2007. Exposure of young men to organochlorine pesticides in Southern Spain.
Environmental Research, 103, pp.55-61.

Ceballos, A. et al., 2009. Spermatozoa capture HIV-1 through heparan sulfate and efficiently transmit the
virus to dendritic cells. The Journal of experimental medicine, 206(12), pp.2717-33. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2806607&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Cebral, E. et al., Impaired mouse fertilization by low chronic alcohol treatment. Alcohol and alcoholism
(Oxford, Oxfordshire), 32(5), pp.563—72. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9373698 [Accedido enero 16, 2016].

Cebral, E. et al., 2011. Male and female reproductive toxicity induced by sub-chronic ethanol exposure in
CF-1 mice. Cell Biol Toxicol, 27, pp.237-248.

Cederbaum, A.l., 2012. Alcohol metabolism. Clinics in liver disease, 16(4), pp.667—85. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3484320&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 1, 2016].

Chan, R.C., Severson, A.F. & Meyer, B.J., 2004. Condensin restructures chromosomes in preparation for
meiotic divisions. Journal of Cell Biology, 167(4), pp.613-625.

Chang, M.C., 1951. Fertilizing capacity of spermatozoa deposited into the fallopian tubes. Nature,
168(4277), pp.697-8. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14882325 [Accedido
diciembre 11, 2015].

Chaufan, G., Coalova, I. & Rios de Molina, M.D.C., 2014. Glyphosate commercial formulation causes
cytotoxicity, oxidative effects, and apoptosis on human cells: differences with its active ingredient.
International journal of toxicology, 33(1), pp.29—-38. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24434723 [Accedido febrero 8, 2016].

Chen, D.T.N. et al., 2015. ATP consumption of eukaryotic flagella measured at a single-cell level. Arxiv,
109(12), pp.2562-2573. Available at: http://arxiv.org/abs/1511.01820.

Chen, M.Y.Y. et al., 2015. Dietary exposure to organochlorine pesticide residues of the Hong Kong adult
population from a total diet study. Food additives & contaminants. Part A, Chemistry, analysis,
control, exposure & risk assessment, 32(3), pp.342-51. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25686031 [Accedido enero 16, 2016].

Choudhary, N. & Joshi, S.C., 2003. Reproductive toxicity of endosulfan in male albino rats. Bulletin of
environmental contamination and toxicology, 70(2), pp.285-9. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12545360 [Accedido enero 16, 2016].

Cicero, T. & Badger, T., 1977. Effects of alcohol on the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in the male
rat. J. Pharmacol. Exp. Ther., 201(2), pp.427-433. Available at:
http://jpet.aspetjournals.org/content/201/2/427.short [Accedido febrero 10, 2016].

Clague, N. et al., 1992. The effect of estrous cycle and buthionine sulfoximine on glutathione release
from the in vitro perfused rat ovary. Reproductive toxicology (ElImsford, N.Y.), 6(6), pp.533-9.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1363201 [Accedido febrero 13, 2016].

Cole-Harding, S. & Wilson, J.R., 1987. Ethanol metabolism in men and women. Journal of studies on
alcohol, 48(4), pp.380-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3613588 [Accedido
febrero 5, 2016].

Condorelli, R.A. et al., 2015. Chronic consumption of alcohol and sperm parameters: our experience and

152



Bibliografia

the main evidences. Andrologia, 47(4), pp.368—379. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24766499 [Accedido enero 12, 2016].

Cook, C.S., Nowotny, A.Z. & Sulik, K.K., 1987. Fetal alcohol syndrome. Eye malformations in a mouse
model. Archives of ophthalmology (Chicago, Ill. : 1960), 105(11), pp.1576—81. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3675291 [Accedido febrero 15, 2016].

Corzett, M., Mazrimas, J. & Balhorn, R., 2002a. Protamine 1: Protamine 2 stoichiometry in the sperm of
eutherian mammals. Molecular Reproduction and Development, 61(February 2001), pp.519-527.

Corzett, M., Mazrimas, J. & Balhorn, R., 2002b. Protamine 1: protamine 2 stoichiometry in the sperm of
eutherian mammals. Molecular reproduction and development, 61(4), pp.519-27. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11891924 [Accedido enero 26, 2016].

Coskun, R. et al., 2012. Effects of endosulfan intoxication on pituitary functions. Clinical toxicology
(Philadelphia, Pa.), 50(5), pp.441-3. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22468982
[Accedido febrero 14, 2016].

Cummings, S.A. & Thorgaard, G.H., 1994. Extraction of DNA from fish blood and sperm. BioTechniques,
17(3), pp.426, 428, 430. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/7818889 [Accedido
febrero 15, 2016].

D 'occhio, M.J., Hengstberger, K.J. & Johnston, S.D., 2007. Biology of sperm chromatin structure and
relationship to male fertility and embryonic survival. Animal Reproduction Science, 101(101), pp.1-
17.

Dean, J., 1983. Decondensation of mouse sperm chromatin and reassembly into nucleosomes mediated
by polyglutamic acid in vitro. Developmental biology, 99(1), pp.210-6. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6194029 [Accedido febrero 13, 2016].

Dees, W.L. et al., Actions of ethanol on hypothalamic and pituitary hormones in prepubertal female rats.
Alcohol (Fayetteville, N.Y.), 7(1), pp.21-5. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/1968748 [Accedido febrero 5, 2016].

Dees, W.L. & Skelley, C.W., 1990. Effects of ethanol during the onset of female puberty.
Neuroendocrinology, 51(1), pp.64-9. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2106089
[Accedido febrero 5, 2016].

Delgado, M. V & Zoller, L.C., 1987. A quantitative and qualitative cytochemical analysis of
glycosaminoglycan content in the zona pellucida of hamster ovarian follicles. Histochemistry,
87(3), pp.279-87. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3654277 [Accedido enero
11, 2016].

Delgado, N.M. et al., 2001. Heparin and glutathione Il: correlation between decondensation of bull
sperm cells and its nucleons. Archives of andrology, 47(1), pp.47-58. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11442335 [Accedido febrero 13, 2016].

Delgado, N.M. et al., 1982. Heparin binding sites in the human spermatozoa membrane. Archives of
andrology, 8(2), pp.87-95. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7073393 [Accedido
enero 10, 2016].

Delgado, N.M. et al., 1980. Species specific decondensation of human spermatozoa nuclei by heparin.
Archives of andrology, 4(4), pp.305-13. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/7416850 [Accedido enero 10, 2016].

Demott, R.P. & Suarez, S.S., 1992. Hyperactivated sperm progress in the mouse oviduct. Biology of
reproduction, 46(5), pp.779-785.

Devi, N.L. et al., 2015. Spatial distribution, source apportionment and ecological risk assessment of
residual organochlorine pesticides (OCPs) in the Himalayas. Environmental science and pollution

153



Bibliografia

research international, 22(24), pp.20154—66. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/26300363 [Accedido enero 16, 2016].

Dietrich, C.P. et al., 1987. A relationship between the inhibition of heparan sulfate and chondroitin
sulfate synthesis and the inhibition of molting by selenate in the hemipteran Rhodnius prolixus.
Biochemical and biophysical research communications, 146(2), pp.652—-8. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2956948 [Accedido febrero 13, 2016].

Donnelly, E.T., McClure, N. & Lewis, S.E., 1999. The effect of ascorbate and alpha-tocopherol
supplementation in vitro on DNA integrity and hydrogen peroxide-induced DNA damage in human
spermatozoa. Mutagenesis, 14(5), pp.505—12. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10473655 [Accedido febrero 15, 2016].

Ecklund, P.S. & Levine, L., 1975. Electrophoretic Characterization and Fate after Fertilization In Vivo
Sperm Labeling Histological and A utoradiographic Methods. , 66.

Eid, N. a S. et al., 2002. Involvement of Fas system and active caspases in apoptotic signalling in
testicular germ cells of ethanol-treated rats. International journal of andrology, 25(3), pp.159-67.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/12031044.

Esfahani, N. & Hossein, M., 2008. Ar ch ive ive. International Journal of Fertility and Sterility, 2(1), pp.1-
8.

Evenson, D.P. et al., 1978. Ultrastructure of partially decondensed human spermatozoal chromatin.
Journal of ultrastructure research, 63(2), pp.178—87. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/671582 [Accedido febrero 13, 2016].

Fang, Y. et al., 2015. Human health risk assessment of pesticide residues in market-sold vegetables and
fish in a northern metropolis of China. Environmental science and pollution research international,
22(8), pp.6135-43. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25395327 [Accedido
enero 16, 2016].

Felix, C.F. et al., 2007. Inhibition of plasma membrane Ca2+-ATPase by heparin is modulated by
potassium. The international journal of biochemistry & cell biology, 39(3), pp.586—96. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/17113336 [Accedido febrero 9, 2016].

Fernandez, M.F. et al., 2007. Human exposure to endocrine-disrupting chemicals and prenatal risk
factors for cryptorchidism and hypospadias: a nested case-control study. Environmental health
perspectives, 115 Suppl, pp.8—14. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2174399&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 14, 2016].

Fléchon, J.-E., 2015. The acrosome of eutherian mammals. Cell and Tissue Research, (Bedford 2014).
Available at: http://link.springer.com/10.1007/s00441-015-2238-0.

Flesch, F.M. & Gadella, B.M., 2000. Dynamics of the mammalian sperm plasma membrane in the process
of fertilization. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Biomembranes, 1469(3), pp.197-235.

Foresta, C. et al., 2011. Mechanism of human papillomavirus binding to human spermatozoa and
fertilizing ability of infected spermatozoa. PloS one, 6(3), p.e15036. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3051064&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Foster, J. a et al., 1997. AM67, a secretory component of the guinea pig sperm acrosomal matrix, is
related to mouse sperm protein sp56 and the complement component 4-binding proteins. The
Journal of biological chemistry, 272(19), pp.12714-22. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9139729.

Frazier, L.M., 2007. Reproductive Disorders Associated with Pesticide Exposure. Journal of

154



Bibliografia

Agromedicine, 12(1), pp.27-37. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18032334
[Accedido enero 12, 2016].

Gabriel, K. et al., 1998. The hormonal effects of alcohol use on the mother and fetus. Alcohol health and
research world, 22(3), pp.170-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15706792
[Accedido febrero 13, 2016].

Gall, W.E. & Ohsumi, Y., 1976. Decondensation of sperm nuclei in vitro. Experimental cell research,
102(2), pp.349-58. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/987915 [Accedido febrero
13, 2016].

Gallagher, J.T. & Walker, A., 1985. Molecular distinctions between heparan sulphate and heparin.
Analysis of sulphation patterns indicates that heparan sulphate and heparin are separate families
of N-sulphated polysaccharides. The Biochemical journal, 230(3), pp.665—74. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=11526708&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Gatewood, J.M. et al., 1990. Isolation of four core histones from human sperm chromatin representing a
minor subset of somatic histones. The Journal of biological chemistry, 265(33), pp.20662—6.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2243112 [Accedido enero 29, 2016].

Gaur, D., Talekar, M. & Pathak, V.P., 2010. Alcohol intake and cigarette smoking: Impact of two major
lifestyle factors on male fertility. Indian Journal of Pathology and Microbiology, 53(1), p.35.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20090219 [Accedido octubre 20, 2015].

Gosden, R.G. et al., 1988. Physiological factors underlying the formation of ovarian follicular fluid.
Journal of reproduction and fertility, 82(2), pp.813—25. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3283348 [Accedido febrero 11, 2016].

Graham, C.F., 1966. The regulation of DNA synthesis and mitosis in multinucleate frog eggs. Journal of
cell science, 1, pp.363—-374.

Green, D.P., 1988. The head shapes of some mammalian spermatozoa and their possible relationship to
the shape of the penetration slit through the zona pellucida. Journal of reproduction and fertility,
83(1), pp.377-87. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3397948.

Grimek, H.J., Bellin, M.E. & Ax, R.L., 1984. Characteristics of proteoglycans isolated from small and large
bovine ovarian follicles. Biology of reproduction, 30(2), pp.397—-409. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6423006 [Accedido febrero 13, 2016].

Griswold, M.D., 2016. Spermatogenesis: The Commitment to Meiosis. Physiological Reviews, 96(1),
pp.1-17. Available at: http://physrev.physiology.org/lookup/doi/10.1152/physrev.00013.2015.

Guex, N., Peitsch, M.C. & Schwede, T., 2009. Automated comparative protein structure modeling with
SWISS-MODEL and Swiss-PdbViewer: a historical perspective. Electrophoresis, 30 Suppl 1,
pp.5162—73. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19517507 [Accedido agosto 16,
2015].

Gutteridge, J.M. & Halliwell, B., 1989. Iron toxicity and oxygen radicals. Bailliére’s clinical haematology,
2(2), pp.195-256. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2660928 [Accedido febrero
16, 2016].

Habig, W.H., Pabst, M.J. & Jakoby, W.B., 1976. Glutathione S-transferase AA from rat liver. Archives of
biochemistry and biophysics, 175(2), pp.710-6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/958327 [Accedido febrero 8, 2016].

Hammoud, S.S. et al., 2009. Distinctive chromatin in human sperm packages genes for embryo

development. Nature, 460(7254), pp.473-8. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2858064&tool=pmcentrez&renderty

155



Bibliografia

pe=abstract [Accedido enero 10, 2016].

Harikrishnan, R. et al., 2013. Protective effect of ascorbic acid against ethanol-induced reproductive
toxicity in male guinea pigs. The British journal of nutrition, 110(4), pp.689-98. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23336340 [Accedido enero 16, 2016].

Heard, M., 2012. Transgenerational epigenetic inheritance: myths ans mechannisms. Changes, 29(6),
pp.997-1003.

van der Heijden, G.W. et al., 2008. Sperm-derived histones contribute to zygotic chromatin in humans.
BMC developmental biology, 8, p.34. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2358879&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido noviembre 30, 2015].

van der Heijden, G.W. et al., 2006. Transmission of modified nucleosomes from the mouse male
germline to the zygote and subsequent remodeling of paternal chromatin. Developmental biology,
298(2), pp.458-69. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16887113 [Accedido
enero 29, 2016].

Herrero, M.B., Franchi, A.M. & Gimeno, M.A., 1995. Mouse spermatozoa can synthesize PGE2 and 5-
HETE in vitro: stimulatory action of nitric oxide. Prostaglandins, leukotrienes, and essential fatty
acids, 53(5), pp.347-50. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8596773 [Accedido
febrero 8, 2016].

Hill, R.M., Hegemier, S. & Tennyson, L.M., 1989. The fetal alcohol syndrome: a multihandicapped child.
Neurotoxicology, 10(3), pp.585—95. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2696901
[Accedido febrero 15, 2016].

Hirai, M., 1988. Effects of alcohol-drinking on mouse chromosomes. Il. Sister-chromatid exchange and
chromosome dissociation in male germ cells of mice administered ethanol. Arukoru kenkya to
yakubutsu izon = Japanese journal of alcohol studies & drug dependence, 23(3), pp.243-51.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3207409 [Accedido enero 16, 2016].

Ho, H.C. & Suarez, S.S., 2001. Hyperactivation of mammalian spermatozoa: function and regulation.
Reproduction, 122(4), pp.519-526. Available at: http://www.reproduction-
online.org/content/122/4/519.full.pdf\nhttp://www.reproduction-
online.org/content/122/4/519.long.

Hoek, J.B. & Rubin, E., 1990. Alcohol and membrane-associated signal transduction. Alcohol and
alcoholism (Oxford, Oxfordshire), 25(2-3), pp.143-56. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2198031 [Accedido febrero 5, 2016].

Hsu, J.M., Buddemeyer, E. & Chow, B.F., 1964. Role of pyridoxine in glutathione metabolism. The
Biochemical journal, 90(1), pp.60—4. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1202519&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 15, 2016].

Huang, T. et al., 2014. Assessing spatial distribution, sources, and human health risk of organochlorine
pesticide residues in the soils of arid and semiarid areas of northwest China. Environmental
science and pollution research international, 21(9), pp.6124-35. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24474559 [Accedido enero 16, 2016].

Jager, S., 1990. Sperm nuclear stability and male infertility. Archives of andrology, 25(3), pp.253-9.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2285348 [Accedido enero 26, 2016].

Jager, S., Wijchman, J. & Kremer, J., 1990. Studies on the decondensation of human, mouse, and bull
sperm nuclei by heparin and other polyanions. The Journal of experimental zoology, 256(3),
pp.315-22. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2250165 [Accedido enero 6,
2016].

156



Bibliografia

Jaiswal, A. et al., 2005. 5-Aminosalicylic acid reverses endosulfan-induced testicular toxicity in male rats.
Mutation research, 585(1-2), pp.50-9. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/16002328 [Accedido enero 16, 2016].

Jang, M. et al., 2011. Effects of red ginseng extract on the epididymal sperm motility of mice exposed to
ethanol. International journal of toxicology, 30(4), pp.435—42. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/21772020 [Accedido enero 16, 2016].

Jenkins, T.G. & Carrell, D.T., 2012. Dynamic alterations in the paternal epigenetic landscape following
fertilization. Frontiers in Genetics, 3(JUL), pp.1-8.

Jensen, T.K. et al., 2014. Habitual alcohol consumption associated with reduced semen quality and
changes in reproductive hormones; a cross-sectional study among 1221 young Danish men. BMJ
Open, 4(9), pp.e005462—-e005462. Available at:
http://bmjopen.bmj.com/cgi/doi/10.1136/bmjopen-2014-005462.

Jin, M. et al., 2011. Most fertilizing mouse spermatozoa begin their acrosome reaction before contact
with the zona pellucida during in vitro fertilization.

Johnson, G.D. et al., 2011. The sperm nucleus: chromatin, RNA, and the nuclear matrix. Reproduction,
141(1), pp.21-36.

Johnson, L., Thompson, D.L. & Varner, D.D., 2008. Role of Sertoli cell number and function on regulation
of spermatogenesis. Animal Reproduction Science, 105(1-2), pp.23-51. Available at:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S037843200700379X.

Joo, K.J. et al., 2012. The effects of smoking and alcohol intake on sperm quality: light and transmission
electron microscopy findings. The Journal of international medical research, 40(6), pp.2327-35.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23321190 [Accedido enero 26, 2016].

Joshi, C.S., Khan, S. a & Khole, V. V, 2014. Regulation of acrosome reaction by Liprin a3, LAR and its
ligands in mouse spermatozoa. Andrology, 2(2), pp.165-74. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24327330.

Julianelli, V. et al., 2012a. Heparin enhances protamine disulfide bond reduction during in vitro
decondensation of human spermatozoa. Human reproduction (Oxford, England), 27(7), pp.1930-8.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22552691 [Accedido enero 11, 2016].

Julianelli, V. et al., 2012b. Heparin enhances protamine disulfide bond reduction during in vitro
decondensation of human spermatozoa. Human reproduction (Oxford, England), 27(7), pp.1930-8.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/22552691.

Kannan, K. & Jain, S.K., 2003. Oxygen radical generation and endosulfan toxicity in Jurkat T-cells.
Molecular and cellular biochemistry, 247(1-2), pp.1-7. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12841624 [Accedido enero 29, 2016].

Kataoka, R. & Takagi, K., 2013. Biodegradability and biodegradation pathways of endosulfan and
endosulfan sulfate. Applied Microbiology and Biotechnology, 97(8), pp.3285-3292.

Kawasaki, K. et al., 1994. Chromatin decondensation in Drosophila embryo extracts. The Journal of
biological chemistry, 269(13), pp.10169-76. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8144519 [Accedido febrero 13, 2016].

Kiefer, F. et al., 2009. The SWISS-MODEL Repository and associated resources. Nucleic acids research,
37(Database issue), pp.D387-92. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2686475&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 31, 2015].

Kim, E. et al., 2008. Sperm penetration through cumulus mass and zona pellucida. International Journal
of Developmental Biology, 52(5-6), pp.677—682.

157



Bibliografia

Kim, H.G. et al., 2015. Endosulfan induces COX-2 expression via NADPH oxidase and the ROS, MAPK, and
Akt pathways. Archives of toxicology, 89(11), pp.2039-50. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/25199686 [Accedido enero 29, 2016].

Kim, K.-S. et al., 2011. Transitional states of acrosomal exocytosis and proteolytic processing of the
acrosomal matrix in guinea pig sperm. Molecular reproduction and development, 78(12), pp.930—
41. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3220745&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 5, 2016].

Kim, K.-S. & Gerton, G.L., 2003. Differential release of soluble and matrix components: evidence for
intermediate states of secretion during spontaneous acrosomal exocytosis in mouse sperm.
Developmental biology, 264(1), pp.141-52. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/14623237 [Accedido enero 5, 2016].

Knezovich, J.G. et al., 2012. The effect of preconception paternal alcohol exposure on epigenetic
remodeling of the H19 and Rasgrfl imprinting control regions in mouse offspring.

Kopecny, V. & Pavlok, A., 1975. Autoradiographic study of mouse spermatozoan arginine-rich nuclear
protein in fertilization. The Journal of experimental zoology, 191(1), pp.85-96. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/234143 [Accedido enero 6, 2016].

Kumar, S. et al., 2014. Environmental & lifestyle factors in deterioration of male reproductive health. The
Indian journal of medical research, 140 Suppl(Suppl 1), pp.S29-35. Available at:
/pmc/articles/PMC4345749/?report=abstract [Accedido enero 12, 2016].

Kundu, T.K. et al., 1996. Zinc dependent recognition of a human CpG island sequence by the mammalian
spermatidal protein TP2. Biochemistry, 35(49), pp.15626—15632.

Kwist, U. & Eliasson, R., 1980. Influence of Seminal Plasma on the Chromatin Stability of Ejaculated
Human Spermatozoa., 3, pp.130-142.

de Lamirande, E., Leclerc, P. & Gagnon, C., 1997a. Capacitation as a regulatory event that primes
spermatozoa for the acrosome reaction and fertilization. Molecular human reproduction, 3(3),
pp.175-94. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9237244 [Accedido diciembre 31,
2015].

de Lamirande, E., Leclerc, P. & Gagnon, C., 1997b. Capacitation as a regulatory event that primes
spermatozoa for the acrosome reaction and fertilization. Molecular human reproduction, 3(3),
pp.175-194.

Lan, N. et al., 2006. Prenatal ethanol exposure alters the effects of gonadectomy on hypothalamic-
pituitary-adrenal activity in male rats. Journal of neuroendocrinology, 18(9), pp.672—-84. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16879166 [Accedido febrero 13, 2016].

Larkby, C. & Day, N., 1997. The effects of prenatal alcohol exposure. Alcohol health and research world,
21(3), pp.192-8. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15706768 [Accedido febrero
13, 2016].

Laskey, R.A. et al., 1978. Nucleosomes are assembled by an acidic protein which binds histones and
transfers them to DNA. Nature, 275(5679), pp.416-20. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/692721 [Accedido enero 10, 2016].

Lawrence, L.J. & Casida, J.E., 1984. Interactions of lindane, toxaphene and cyclodienes with brain-
specific t-butylbicyclophosphorothionate receptor. Life sciences, 35(2), pp.171-8. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6204183 [Accedido febrero 14, 2016].

Lee, C.N. & Ax, R.L., 1984. Concentrations and composition of glycosaminoglycans in the female bovine
reproductive tract. Journal of dairy science, 67(9), pp.2006-9. Available at:

158



Bibliografia

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6436345 [Accedido febrero 13, 2016].

Lenz, R.W. et al., 1988. Predicting fertility of dairy bulls by inducing acrosome reactions in sperm with
chondroitin sulfates. Journal of dairy science, 71(4), pp.1073—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3134477 [Accedido febrero 9, 2016].

Lévesque, D. et al., 1998. Architectural DNA-binding properties of the spermatidal transition proteins 1
and 2. Biochemical and biophysical research communications, 252(3), pp.602-9. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9837753.

Lewis-Jones, I. et al., 2003. Sperm chromosomal abnormalities are linked to sperm morphologic
deformities. Fertility and sterility, 79(1), pp.212-5. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12524092 [Accedido febrero 10, 2016].

Liang, F. et al., 2015. Chronic exposure to ethanol in male mice may be associated with hearing loss in
offspring. Asian journal of andrology, 17(6), pp.985—90. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/26262775 [Accedido enero 16, 2016].

Liang, F. et al., 2014. Paternal ethanol exposure and behavioral abnormities in offspring: associated
alterations in imprinted gene methylation. Neuropharmacology, 81, pp.126—-33. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/24486713 [Accedido enero 12, 2016].

Lieber, C.S., 1991. Perspectives: do alcohol calories count? The American journal of clinical nutrition,
54(6), pp.976—82. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1957830 [Accedido febrero
15, 2016].

Liu, D.Y. & Baker, H.W., 1992. Sperm nuclear chromatin normality: relationship with sperm morphology,
sperm-zona pellucida binding, and fertilization rates in vitro. Fertility and sterility, 58(6), pp.1178-
84. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1281117 [Accedido febrero 13, 2016].

Lohka, M.J. & Masui, Y., 1983. The germinal vesicle material required for sperm pronuclear formation is
located in the soluble fraction of egg cytoplasm. Experimental cell research, 148(2), pp.481-91.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6605256 [Accedido enero 10, 2016].

Lopez-Espinosa, M.-J. et al., 2007. Organochlorine pesticides in placentas from Southern Spain and some
related factors. Placenta, 28(7), pp.631-8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17109956 [Accedido febrero 14, 2016].

Luberda, Z., 2005. The role of glutathione in mammalian gametes. Reproductive biology, 5(1), pp.5-17.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15821775 [Accedido febrero 13, 2016].

Luo, L.-F., Hou, C.-C. & Yang, W.-X., 2015. Small non-coding RNAs and their associated proteins in
spermatogenesis. Gene, 578(2), pp.141-157. Available at:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378111915014924.

Machlin, L.J. & Bendich, A., 1987. Free radical tissue damage: protective role of antioxidant nutrients.
FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology, 1(6), pp.441-5. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3315807 [Accedido
febrero 13, 2016].

Mahi, C.A. & Yanagimachi, R., 1973. The effects of temperature, osmolality and hydrogen ion
concentration on the activation and acrosome reaction of golden hamster spermatozoa. Journal of
reproduction and fertility, 35(1), pp.55-66. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/4126362 [Accedido febrero 13, 2016].

Majno, G. & Joris, 1., 1995. Apoptosis, oncosis, and necrosis. An overview of cell death. The American
journal of pathology, 146(1), pp.3—15. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1870771&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract.

159



Bibliografia

Maneesh, M. et al., Alcohol abuse-duration dependent decrease in plasma testosterone and
antioxidants in males. Indian journal of physiology and pharmacology, 50(3), pp.291-6. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17193902 [Accedido enero 16, 2016].

Manuscript, A., 2014. Alteration of poly(ADP-ribose) metabolism affects murine sperm nuclear
architecture by impairing pericentric heterochromatin condensation. , 122(4), pp.319-335.

Magbool, F. et al., 2016. Review of endocrine disorders associated with environmental toxicants and
possible involved mechanisms. Life sciences, 145, pp.265—73. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/26497928 [Accedido febrero 8, 2016].

Marjonen, H. et al., 2015. Early maternal alcohol consumption alters hippocampal DNA methylation,
gene expression and volume in a mouse model. PloS one, 10(5), p.e0124931. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4430308&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 12, 2016].

Martini, A.C. et al., 2004. Effects of alcohol and cigarette consumption on human seminal quality.
Fertility and sterility, 82(2), pp.374—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/15302286 [Accedido enero 27, 2016].

Marushige, Y. & Marushige, K., 1978. Dispersion of mammalian sperm chromatin during fertilization: an
in vitro study. Biochimica et biophysica acta, 519(1), pp.1-22. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/566558 [Accedido febrero 13, 2016].

Marushige, Y. & Marushige, K., 1975. Enzymatic unpacking of bull sperm chromatin. Biochimica et
biophysica acta, 403(1), pp.180-91. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1174544
[Accedido febrero 13, 2016].

Mauri, A.L. et al., 2011. Significance of extruded nuclear chromatin (regional nuclear shape
malformation) in human spermatozoa: implications for ICSI. International journal of andrology,
34(6 Pt 1), pp.594-9. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20969600 [Accedido
enero 26, 2016].

May, P.A. & Gossage, J.P., 2001. Estimating the prevalence of fetal alcohol syndrome. A summary.
Alcohol research & health : the journal of the National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism,
25(3), pp.159-67. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11810953 [Accedido
febrero 12, 2016].

McCord JM, F.I., 1969. The utility of superoxide Dismutase in studyng free Radicals Reactions. The
Journal of biological chemistry, 244(25), pp.6056 — 63.

McPherson, S.M. & Longo, F.J., 1992. Localization of DNase I-hypersensitive regions during rat
spermatogenesis: stage-dependent patterns and unique sensitivity of elongating spermatids.
Molecular reproduction and development, 31(4), pp.268—79. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/1315143 [Accedido febrero 15, 2016].

Meister, A. & Anderson, M.E., 1983. Glutathione. Annual Review of biochemistry, 52, pp.711-760.

Meister, A. & Anderson, M.E., 1983. Glutathione. Annual review of biochemistry, 52, pp.711-60.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6137189 [Accedido noviembre 9, 2015].

Meizel, S. & Turner, K.O., 1986. Glycosaminoglycans stimulate the acrosome reaction of previously
capacitated hamster sperm. The Journal of experimental zoology, 237(1), pp.137-9. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3753998 [Accedido febrero 16, 2016].

Meneghetti, M.C.Z. et al., 2015. Heparan sulfate and heparin interactions with proteins. Journal of the
Royal Society, Interface / the Royal Society, 12(110), p.0589. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4614469&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 11, 2016].

160



Bibliografia

Merriam, R.W., 1969. Movement of cytoplasmic proteins into nuclei induced to enlarge and initiate DNA
or RNA synthesis. Journal of cell science, 5(2), pp.333—-49. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5391401 [Accedido enero 10, 2016].

Milesi, M.M. et al., 2012. Neonatal exposure to low doses of endosulfan disrupts the expression of
proteins regulating uterine development and differentiation. Reproductive toxicology (Elmsford,
N.Y.), 33(1), pp.85-93. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22198180 [Accedido
febrero 14, 2016].

Milesi, M.M. et al., 2015. Neonatal exposure to low doses of endosulfan induces implantation failure
and disrupts uterine functional differentiation at the pre-implantation period in rats. Molecular
and cellular endocrinology, 401, pp.248-59. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25486513 [Accedido febrero 14, 2016].

Miller, D., Brinkworth, M. & lles, D., 2010. Paternal DNA packaging in spermatozoa: more than the sum
of its parts? DNA, histones, protamines and epigenetics. Reproduction (Cambridge, England),
139(2), pp.287-301. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19759174 [Accedido
enero 19, 2016].

Mitchell, L.A., De luliis, G.N. & Aitken, R.J., 2011. The TUNEL assay consistently underestimates DNA
damage in human spermatozoa and is influenced by DNA compaction and cell vitality:
development of an improved methodology. International journal of andrology, 34(1), pp.2—-13.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20158539 [Accedido enero 25, 2016].

Morgan, M.Y. & Levine, J.A., 1988. Alcohol and nutrition. The Proceedings of the Nutrition Society, 47(2),
pp.85-98. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3054901 [Accedido febrero 15,
2016].

Morse-Gaudio, M. & Risley, M.S., 1994. Topoisomerase Il expression and VM-26 induction of DNA
breaks during spermatogenesis in Xenopus laevis. Journal of cell science, 107 ( Pt 1, pp.2887-98.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7876355 [Accedido febrero 15, 2016].

Morton, R.A. et al., 2014. Construction of vapor chambers used to expose mice to alcohol during the
equivalent of all three trimesters of human development. Journal of visualized experiments : JoVE,
(89). Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4132936&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 10, 2016].

Mulloy, B., Gray, E. & Barrowcliffe, T.W., 2000. Characterization of unfractionated heparin: comparison
of materials from the last 50 years. Thrombosis and haemostasis, 84(6), pp.1052—6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11154113 [Accedido febrero 13, 2016].

Multhaupt, H.A.B. & Couchman, J.R., 2012. Heparan sulfate biosynthesis: methods for investigation of
the heparanosome. The journal of histochemistry and cytochemistry : official journal of the
Histochemistry Society, 60(12), pp.908-15. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3527879&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Muratori, M. et al., 2015. Investigation on the Origin of Sperm DNA Fragmentation: Role of Apoptosis,
Immaturity and Oxidative Stress. Molecular medicine (Cambridge, Mass.), 21(1), pp.109-122.

Murray, T.J. et al., 2001. Endocrine disrupting chemicals: effects on human male reproductive health.
Early pregnancy (Online), 5(2), pp.80-112. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11753523 [Accedido enero 12, 2016].

Muthusami, K.R. & Chinnaswamy, P., 2005. Effect of chronic alcoholism on male fertility hormones and
semen quality. Fertility and sterility, 84(4), pp.919-24. Available at:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/5S0015028205012513.

161



Bibliografia

Nicolau, P. et al., 2014. Alcohol consumption and in vitro fertilization: a review of the literature.
Gynecological endocrinology : the official journal of the International Society of Gynecological
Endocrinology, 30(11), pp.759—63. Available at: http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-
s2.0-84910038194&partner|D=tZ0tx3y1.

Noland, T.D. et al., 1994. The sperm acrosomal matrix contains a novel member of the pentaxin family
of calcium-dependent binding proteins. Journal of Biological Chemistry, 269(51), pp.32607—-32614.

Norberg, A. et al., 2003. Role of variability in explaining ethanol pharmacokinetics: research and forensic
applications. Clinical pharmacokinetics, 42(1), pp.1-31. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12489977 [Accedido febrero 15, 2016].

Ohanian, C., 1985. Nuclear chromatin decondensation of spermatozoa in vitro : a method for evaluating
the fertilizing ability of ovine semen., 8, pp.147-158.

Ohsumi, K. & Katagiri, C., 1991. Characterization of the ooplasmic factor inducing decondensation of and
protamine removal from toad sperm nuclei: involvement of nucleoplasmin. Developmental
biology, 148(1), pp.295-305. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1936566
[Accedido febrero 13, 2016].

Oko, R. & Sutovsky, P., 2009. Biogenesis of sperm perinuclear theca and its role in sperm functional
competence and fertilization. Journal of reproductive immunology, 83(1-2), pp.2—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/19883945.

Oliw, E.H. & Sprecher, H., 1989. Metabolism of polyunsaturated fatty acids by an (n - 6)-lipoxygenase
associated with human ejaculates. Biochimica et biophysica acta, 1002(3), pp.283-91. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2496760 [Accedido febrero 15, 2016].

Onikubo, T. et al., 2015. Developmentally Regulated Post-translational Modification of Nucleoplasmin
Controls Histone Sequestration and Deposition. CellReports, 10, pp.1735-1748. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/j.celrep.2015.02.038.

Ozen, S. et al., 2012. Effects of pesticides used in agriculture on the development of precocious puberty.
Environmental monitoring and assessment, 184(7), pp.4223-32. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21805074 [Accedido febrero 14, 2016].

Ozmen, O. & Mor, F., 2012. Apoptosis in adult rabbit testes during subacute endosulfan toxicity.
Pesticide Biochemistry and Physiology, 102, pp.129-133.

Ozmen, O. & Mor, F., 2015. Effects of vitamin C on pathology and caspase-3 activity of kidneys with
subacute endosulfan toxicity. Biotechnic & histochemistry : official publication of the Biological
Stain Commission, 90(1), pp.25-30. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25151990
[Accedido febrero 14, 2016].

Pajarinen, J. et al., 1996. Moderate alcohol consumption and disorders of human spermatogenesis.
Alcoholism, clinical and experimental research, 20(2), pp.332—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/8730226 [Accedido enero 27, 2016].

Pal, R. et al., 2009. Protective effects of different antioxidants against endosulfan-induced oxidative
stress and immunotoxicity in albino rats. Indian journal of experimental biology, 47(9), pp.723-9.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19957884 [Accedido febrero 14, 2016].

Papadakis, E.N. et al., 2015. A pesticide monitoring survey in rivers and lakes of northern Greece and its
human and ecotoxicological risk assessment. Ecotoxicology and environmental safety, 116, pp.1-9.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25733189 [Accedido enero 16, 2016].

Perreault, S.D., Barbee, R.R. & Slott, V.L., 1988. Importance of glutathione in the acquisition and

maintenance of sperm nuclear decondensing activity in maturing hamster oocytes. Developmental
biology, 125(1), pp.181-6. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3334716.

162



Bibliografia

Perreault, S.D., Naish, S.J. & Zirkin, B.R., 1987. The timing of hamster sperm nuclear decondensation and
male pronucleus formation is related to sperm nuclear disulfide bond content. Biology of
Reproduction, 36(1), pp.239-244. Available at:
papers3://publication/doi/10.1095/biolreprod36.1.239.

Perreault, S.D., Wolff, R.A. & Zirkin, B.R., 1984. The role of disulfide bond reduction during mammalian
sperm nuclear decondensation in vivo. Developmental biology, 101(1), pp.160-7. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6692970 [Accedido enero 6, 2016].

Philpott, A., Krude, T. & Laskey, R.A., 2000. Nuclear chaperones. Seminars in cell & developmental
biology, 11(1), pp.7-14. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10736259 [Accedido
febrero 13, 2016].

Philpott, A. & Leno, G.H., 1992. Nucleoplasmin remodels sperm chromatin in Xenopus egg extracts. Cell,
69(5), pp.759-67. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1591776 [Accedido febrero
13, 2016].

Philpott, A., Leno, G.H. & Laskey, R.A., 1991. Sperm decondensation in Xenopus egg cytoplasm is
mediated by nucleoplasmin. Cell, 65(4), pp.569—78. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2032284 [Accedido enero 10, 2016].

Piepkorn, M.W., Schmer, G. & Lagunoff, D., 1978. Isolation of high-activity heparin by DEAE-Sephadex
and protamine-Sepharose chromatography. Thrombosis research, 13(6), pp.1077—-87. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/571151 [Accedido febrero 10, 2016].

Pittoggi, C. et al., 1999. A fraction of mouse sperm chromatin is organized in nucleosomal hypersensitive
domains enriched in retroposon DNA. Journal of cell science, 112 ( Pt 2(NOVEMBER), pp.3537—
3548.

Du Plessis, S.S. et al., 2015. Contemporary evidence on the physiological role of reactive oxygen species
in human sperm function. Journal of assisted reproduction and genetics, 32(4), pp.509-20.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/25646893 [Accedido noviembre 30, 2015].

Popov, V.B., Protasova, G.A. & Radilov, A.S., 1998. [Embryo- and genotoxic effects of two endosulfan
forms in the culture of rat and mouse pre- and postimplantation embryos]. Ontogenez, 29(2),
pp.104-12. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9608956 [Accedido enero 16,
2016].

Rahimipour, M. et al., 2013. Effects of different doses of ethanol on sperm parameters, chromatin
structure and apoptosis in adult mice. European journal of obstetrics, gynecology, and
reproductive biology, 170(2), pp.423-8. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23871382 [Accedido enero 8, 2016].

Ramalho-Santos, J. et al., 2000. ICSI choreography: fate of sperm structures after monospermic rhesus
ICSI and first cell cycle implications. Human reproduction (Oxford, England), 15(12), pp.2610-20.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11098035 [Accedido febrero 9, 2016].

Rao, M. et al., 2005. L-ascorbic acid ameliorates postnatal endosulfan induced testicular damage in rats.
Indian journal of physiology and pharmacology, 49(3), pp.331-6. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/16440852 [Accedido enero 16, 2016].

Rastogi, D. et al., 2014. Endosulfan induced cell death in Sertoli-germ cells of male Wistar rat follows
intrinsic mode of cell death. Chemosphere, 94, pp.104-15. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24125708 [Accedido enero 16, 2016].

von Recklinghausen, 1910. Untersuchungen {iber rachitits und osteomalacie. Text und atlas. 2 bde.
Available at: http://www.zvab.com/buch-suchen/titel/untersuchungen-%FCber-rachitits-und-
osteomalacie-text-und-atlas-2-bde-all-publ/autor/recklinghausen-friedrich-daniel-v/ [Accedido
febrero 9, 2016].

163



Bibliografia

Ren, N. et al., 2008. [Induced apoptosis and mechanism of endosulfan in mouse germ cells]. Huan jing ke
xue= Huanjing kexue / [bian ji, Zhongguo ke xue yuan huan jing ke xue wei yuan hui “Huan jing ke
xue” bian ji wei yuan hui.], 29(2), pp.386—90. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18613510 [Accedido enero 16, 2016].

Reyes, R. et al., 1984. Glycosamineglycan sulfate as acrosomal reaction-inducing factor of follicular fluid.
Archives of andrology, 12(2-3), pp.203-9. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6508428 [Accedido febrero 16, 2016].

Rice, P. et al., 1995. Nucleoplasmin-mediated decondensation of Mytilus sperm chromatin.
Identification and partial characterization of a nucleoplasmin-like protein with sperm-nuclei
decondensing activity in Mytilus californianus. Biochemistry, 34(23), pp.7563-8. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/7779801 [Accedido febrero 13, 2016].

Rodman, T.C. et al., 1981. Turnover of basic chromosomal proteins in fertilized eggs: a
cytoimmunochemical study of events in vivo. The Journal of cell biology, 90(2), pp.351-61.
Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2111884&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Romanato, M. et al., 2005. Further evidence on the role of heparan sulfate as protamine acceptor during
the decondensation of human spermatozoa. Human Reproduction, 20(10), pp.2784-2789.

Romanato, M. et al., 2003. Heparan sulphate: a putative decondensing agent for human spermatozoa in
vivo. Human reproduction (Oxford, England), 18(9), pp.1868-73. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12923141 [Accedido enero 29, 2016].

Romanato, M. et al., 2008. The presence of heparan sulfate in the mammalian oocyte provides a clue to
human sperm nuclear decondensation in vivo. Human Reproduction, 23(5), pp.1145-1150.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18287106 [Accedido enero 11, 2016].

Rosenberg, R.D. & Lam, L., 1979. Correlation between structure and function of heparin. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 76(3), pp.1218-22. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=383221&tool=pmcentrez&rendertyp
e=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Rossi, B. V et al., 2011. Effect of alcohol consumption on in vitro fertilization. Obstetrics and gynecology,
117(1), pp.136—42. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4487775&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 27, 2016].

Rougier, N. et al., 2013. Changes in DNA fragmentation during sperm preparation for intracytoplasmic
sperm injection over time. Fertility and Sterility, 100, pp.69—74. Available at: http://.

Rouiller-Fabre, V., Habert, R. & Livera, G., 2014. Effects of endocrine disruptors on the human fetal
testis. Annales d’endocrinologie, 75(2), pp.54—7. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24793993 [Accedido febrero 16, 2016].

Roy, J.R., Chakraborty, S. & Chakraborty, T.R., 2009. Estrogen-like endocrine disrupting chemicals
affecting puberty in humans--a review. Medical science monitor : international medical journal of
experimental and clinical research, 15(6), pp.RA137-45. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19478717 [Accedido agosto 13, 2015].

Russell, D.L. & Salustri, A., 2006. Extracellular matrix of the cumulus-oocyte complex. Seminars in
reproductive medicine, 24(4), pp.217-27. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16944419 [Accedido enero 6, 2016].

Saiyed, H. et al., 2003. Effect of endosulfan on male reproductive development. Environmental health
perspectives, 111(16), pp.1958-62. Available at:

164



Bibliografia

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1241773&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido enero 13, 2016].

Sakkas, D. et al., 1995. Relationship between the presence of endogenous nicks and sperm chromatin
packaging in maturing and fertilizing mouse spermatozoa. Biology of reproduction, 52(5), pp.1149—
55. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7626715 [Accedido febrero 15, 2016].

Salaspuro, M.P. & Lieber, C.S., 1978. Non-uniformity of blood ethanol elimination: its exaggeration after
chronic consumption. Annals of clinical research, 10(5), pp.294—7. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/104651 [Accedido febrero 15, 2016].

Salazar-Arredondo, E. et al., 2008. Sperm chromatin alteration and DNA damage by methyl-parathion,
chlorpyrifos and diazinon and their oxon metabolites in human spermatozoa. Reproductive
toxicology (Elmsford, N.Y.), 25(4), pp.455—60. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18595656 [Accedido febrero 9, 2016].

Saleh, R.A. et al., 2003. Negative effects of increased sperm DNA damage in relation to seminal oxidative
stress in men with idiopathic and male factor infertility. Fertility and sterility, 79 Suppl 3, pp.1597—
605. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12801566 [Accedido febrero 15, 2016].

Saling, P.M., Sowinski, J. & Storey, B.T., 1979. An ultrastructural study of epididymal mouse spermatozoa
binding to zonae pellucidae in vitro: sequential relationship to the acrosome reaction. The Journal
of experimental zoology, 209(2), pp.229-38. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/512592 [Accedido enero 4, 2016].

Sampaio, L.O., Markus, R.P. & Nader, H.B., 1985. The effect of sexual hormones on the sulfated
glycosaminoglycan pattern of male genital accessory organs. Archives of biochemistry and
biophysics, 240(1), pp.470-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4015112
[Accedido febrero 13, 2016].

Sanchez, M.C. et al., 2013. Dermatan sulfate synergizes with heparin in murine sperm chromatin
decondensation. Systems Biology in Reproductive Medicine, 59(2), pp.82-90. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/23301776 [Accedido enero 9, 2016].

Sanchez-Vazquez, M.L., Reyes, R., et al., 1996. Differential decondensation of class | (rat) and class Il
(mouse) spermatozoa nuclei by physiological concentrations of heparin and glutathione. Archives
of andrology, 36(3), pp.161-76. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8743348
[Accedido febrero 13, 2016].

Sanchez-Vazquez, M.L., Reyes, ; R, et al., 1996. Systems Biology in Reproductive Medicine Differential
Decondensation of Class | (Rat) and Class Il (Mouse) Spermatozoa Nuclei by Physiological
Concentrations of Heparin and Glutathione. Systems Biology in Reproductive Medicine, 36(3),
pp.161-176. Available at: http://www.informaworld.com/smpp/title~content=t713664683.

Santi, S. et al., 1994. Nuclear matrix involvement in sperm head structural organization. Biology of the
cell / under the auspices of the European Cell Biology Organization, 81(1), pp.47-57. Available at:
papers3://publication/uuid/7AE754CC-840F-4F7C-8D67-EOA37A4F83F2.

Saowaros, W. & Panyim, S., 1979. The formation of disulfide bonds in human protamines during sperm
maturation. Experientia, 35(2), pp.191-2. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/421827 [Accedido febrero 14, 2016].

Schoeters, G. et al., 2008. Endocrine disruptors and abnormalities of pubertal development. Basic and
Clinical Pharmacology and Toxicology, 102(2), pp.168-175.

Schulte, R.T. et al., 2010. Sperm DNA damage in male infertility: etiologies, assays, and outcomes.
Journal of assisted reproduction and genetics, 27(1), pp.3—12. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2826626&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract.

165



Bibliografia

Seitz, H.K. & Stickel, F., 2007. Molecular mechanisms of alcohol-mediated carcinogenesis. Nature
Reviews Cancer, 7(8), pp.599-612. Available at: http://dx.doi.org/10.1038/nrc2191 [Accedido
junio 25, 2015].

Seligman, J. et al., 1994. Thiol-disulfide status of human sperm proteins. Journal of reproduction and
fertility, 101(2), pp.435—43. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7932379
[Accedido febrero 13, 2016].

Selvaraju, S. et al., 2011. Effects of Heavy Metals and Pesticides on Buffalo (Bubalus bubalis)
Spermatozoa Functions In Vitro. Reproduction in domestic animals, 46(5), pp.807-13.

Shalgi, R., Seligman, J. & Kosower, N.S., 1989. Dynamics of the thiol status of rat spermatozoa during
maturation: analysis with the fluorescent labeling agent monobromobimane. Biology of
reproduction, 40(5), pp.1037-45. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2765609.

Shao, C. et al., 2013. Comparative glycomics of leukocyte glycosaminoglycans. The FEBS journal, 280(10),
pp.2447-61. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3651794&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 16, 2016].

Sharma, A,, Gill, J.P.S. & Bedi, J.S., 2015. Monitoring of pesticide residues in human blood from Punjab,
India. Bulletin of environmental contamination and toxicology, 94(5), pp.640—6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25773703 [Accedido enero 16, 2016].

Sharma, S.K., Johnstone, R.M. & Quastel, J.H., 1964. Corticosteroids and ascorbic acid transport in
adrenal cortex in vitro. The Biochemical journal, 92(3), pp.564—73. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1206102&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 15, 2016].

Shayakhmetova, G.M. et al., 2014. Chronic alcoholism-mediated metabolic disorders in albino rat testes.
Interdisciplinary toxicology, 7(3), pp.165—72. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4434111&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 16, 2016].

Siervo, G.E.M.L. et al., 2015. Spermatic and testicular damages in rats exposed to ethanol: influence of
lipid peroxidation but not testosterone. Toxicology, 330, pp.1-8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25637669 [Accedido febrero 16, 2016].

Silva, M.H. & Gammon, D., 2009. An Assessment of the Developmental, Reproductive, and Neurotoxicity
of Endosulfan. Birth Defects Res (Part B), 86, pp.1-28.

Singh, S.K. & Pandey, R.S., 1990. Effect of sub-chronic endosulfan exposures on plasma gonadotrophins,
testosterone, testicular testosterone and enzymes of androgen biosynthesis in rat. Indian journal
of experimental biology, 28(10), pp.953—6. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2279768 [Accedido enero 13, 2016].

Sinha, N. et al., 1999. Cytotoxic effect of endosulfan on rat Sertoli-germ cell coculture. Reproductive
toxicology (Elmsford, N.Y.), 13(4), pp.291—4. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/10453913 [Accedido enero 13, 2016].

Sinha, N., Adhikari, N. & K Saxena, D., 2001. Effect of endosulfan during fetal gonadal differentiation on
spermatogenesis in rats. Environmental toxicology and pharmacology, 10(1-2), pp.29-32.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11382554 [Accedido febrero 15, 2016].

Sohn, H.-Y. et al., 2004. Induction of oxidative stress by endosulfan and protective effect of lipid-soluble
antioxidants against endosulfan-induced oxidative damage. Toxicology letters, 151(2), pp.357-65.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/15183460 [Accedido enero 29, 2016].

Soltaninassab, S.R. et al., 2000. Multi-faceted regulation of gamma-glutamylcysteine synthetase. Journal

166



Bibliografia

of cellular physiology, 182(2), pp.163-70. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10623879 [Accedido febrero 13, 2016].

Sommer, D. et al., 2000. Modulation of the phosphatase activity of calcineurin by oxidants and
antioxidants in vitro. European journal of biochemistry / FEBS, 267(8), pp.2312-22. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10759856 [Accedido febrero 15, 2016].

Soto, A.M., Chung, K.L. & Sonnenschein, C., 1994. The pesticides endosulfan, toxaphene, and dieldrin
have estrogenic effects on human estrogen-sensitive cells. Environmental health perspectives,
102(4), pp.380-3. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1566957&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 14, 2016].

Stewart, D.K. & Cairns, K.G., Endosulfan persistence in soil and uptake by potato tubers. Journal of
agricultural and food chemistry, 22(6), pp.984—6. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/4430810 [Accedido febrero 15, 2016].

Stouder, C., Somm, E. & Paoloni-Giacobino, A., 2011. Prenatal exposure to ethanol: a specific effect on
the H19 gene in sperm. Reproductive toxicology (Elmsford, N.Y.), 31(4), pp.507—-12. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/21382472 [Accedido febrero 5, 2016].

Streissguth, A.P. et al., 1980. Teratogenic effects of alcohol in humans and laboratory animals. Science
(New York, N.Y.), 209(4454), pp.353—-61. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/6992275 [Accedido febrero 12, 2016].

Stringer, S.E. et al., 1999. Heparin is a unique marker of progenitors in the glial cell lineage. The Journal
of biological chemistry, 274(36), pp.25455-60. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10464276 [Accedido febrero 13, 2016].

Suarez, S.S., 2008. Control of hyperactivation in sperm. Human reproduction update, 14(6), pp.647-57.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18653675 [Accedido enero 1, 2016].

Suarez, S.S., 2008. Regulation of sperm storage and movement in the mammalian oviduct. The
International Journal of Developmental Biology, 52(5-6), pp.455—462. Available at:
http://www.intjdevbiol.com/paper.php?doi=072527ss.

Suarez, S.S., 2005. Sperm transport in the female reproductive tract. Human Reproduction Update,
12(1), pp.23—37. Available at:
http://humupd.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/humupd/dmi047.

Sun, H. et al., 2016. Concentrations, distribution, sources and risk assessment of organohalogenated
contaminants in soils from Kenya, Eastern Africa. Environmental pollution (Barking, Essex : 1987),
209, pp.177-85. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26686059 [Accedido enero
16, 2016].

Sutovsky, P. & Schatten, G., 1997. Depletion of glutathione during bovine oocyte maturation reversibly
blocks the decondensation of the male pronucleus and pronuclear apposition during fertilization.
Biology of reproduction, 56(6), pp.1503-1512.

Svechnikov, K. et al., Similar causes of various reproductive disorders in early life. Asian journal of
andrology, 16(1), pp.50-9. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3901882&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 16, 2016].

Takhshid, M.A. et al., 2012. Protective Effect of Vitamins E and C on Endosulfan-Induced Reproductive
Toxicity in Male Rats. Iran J Med Sci September, 37(3).

Talebi, aR. etal., 2011. Effects of ethanol consumption on chromatin condensation and DNA integrity
of epididymal spermatozoa in rat. Alcohol, 45(4), pp.403-409. Available at:

167



Bibliografia

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_
uids=21145692 [Accedido julio 3, 2015].

Talebi, A.R. et al., 2011. Effects of ethanol consumption on chromatin condensation and DNA integrity of
epididymal spermatozoa in rat. Alcohol (Fayetteville, N.Y.), 45(4), pp.403-9. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/21145692 [Accedido enero 16, 2016].

Tanphaichitr, N. et al., 1978. Basic nuclear proteins in testicular cells and ejaculated spermatozoa in
man. Experimental cell research, 117(2), pp.347-56. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/720415 [Accedido enero 29, 2016].

Tarantini, F. et al., 1998. The extravesicular domain of synaptotagmin-1 is released with the latent
fibroblast growth factor-1 homodimer in response to heat shock. The Journal of biological
chemistry, 273(35), pp.22209-16. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9712834
[Accedido febrero 9, 2016].

Tarkowski, A.K. & Batakier, H., 1980. Nucleo-cytoplasmic interactions in cell hybrids between mouse
oocytes, blastomeres and somatic cells. Journal of embryology and experimental morphology, 55,
pp.319-30. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7373200 [Accedido febrero 14,
2016].

Tecle, E. & Gagneux, P., 2015. Sugar-coated sperm: Unraveling the functions of the mammalian sperm
glycocalyx. Molecular Reproduction and Development, 650, p.n/a—n/a. Available at:
http://doi.wiley.com/10.1002/mrd.22500.

Textbook, A., 1987. Vertebrate reproduction. General and Comparative Endocrinology, 66, p.298.

Thadani, V.M., 1979. Injection of sperm heads into immature rat oocytes. The Journal of experimental
zoology, 210(1), pp.161-8. Available at: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/536711 [Accedido
enero 10, 2016].

Van Thiel, D.H. et al., 1978. Evidence for autonomous secretion of prolactin in some alcoholic men with
cirrhosis and gynecomastia. Metabolism: clinical and experimental, 27(12), pp.1778-84. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/723631 [Accedido febrero 10, 2016].

Tirone, E. et al., 1993. Oocytes preserve the ability of mouse cumulus cells in culture to synthesize
hyaluronic acid and dermatan sulfate. Developmental biology, 160(2), pp.405-12. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/8253273 [Accedido febrero 9, 2016].

Toft, G. et al., 2004. Epidemiological evidence on reproductive effects of persistent organochlorines in
humans. Reproductive toxicology (EImsford, N.Y.), 19(1), pp.5-26. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/15336708 [Accedido enero 15, 2016].

Tulsiani, D.R. et al., 1998. The biological and functional significance of the sperm acrosome and
acrosomal enzymes in mammalian fertilization. Experimental cell research, 240(2), pp.151-164.

Tulsiani, D.R.P. et al., 1998. REVIEW The Biological and Functional Significance of the Sperm Acrosome
and Acrosomal Enzymes in Mammalian Fertilization. EXPERIMENTAL CELL RESEARCH, 240, pp.151—
164.

Turner, K.O., Syvanen, M. & Meizel, S., 1997. The human acrosome reaction is highly sensitive to
inhibition by cyclodiene insecticides. Journal of andrology, 18(6), pp.571-5. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/9432128 [Accedido enero 13, 2016].

Twigg, J.P., Irvine, D.S. & Aitken, R.J., 1998. Oxidative damage to DNA in human spermatozoa does not
preclude pronucleus formation at intracytoplasmic sperm injection. Human reproduction (Oxford,
England), 13(7), pp.1864—71. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9740440.

Ulutas, O.K. et al., 2015. Blood concentrations and risk assessment of persistent organochlorine
compounds in newborn boys in Turkey. A pilot study. Environmental science and pollution

168



Bibliografia

research international, 22(24), pp.19896—904. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26289328 [Accedido enero 16, 2016].

Urimoto, K.A.K. & Aitou, M.L.S., 2015. Mechanism and Reconstitution In Vitro of Germ Cell Development
in Mammals. , LXXX.

Usui, N. & Yanagimachi, R., 1976. Behavior of hamster sperm nuclei incorporated into eggs at various
stages of maturation, fertilization, and early development. The appearance and disappearance of
factors involved in sperm chromatin decondensation in egg cytoplasm. Journal of ultrastructure
research, 57(3), pp.276—88. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1003595
[Accedido enero 10, 2016].

Valimaki, M. et al., 1990. The pulsatile secretion of gonadotropins and growth hormone, and the
biological activity of luteinizing hormone in men acutely intoxicated with ethanol. Alcoholism,
clinical and experimental research, 14(6), pp.928—31. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/2128439 [Accedido febrero 10, 2016].

Varghese, A.C., du Plessis, S.S. & Agarwal, A., 2008. Male gamete survival at stake: causes and solutions.
Reproductive biomedicine online, 17(6), pp.866—80. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/19079972 [Accedido enero 15, 2016].

Viggiano, J.M. et al., 1996. Analysis of the effect of nitric oxide synthase inhibition on mouse sperm
employing a modified staining method for assessment of the acrosome reaction. Journal of
andrology, 17(6), pp.692-8. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9016400
[Accedido febrero 8, 2016].

Vilar-Rojas, C., Guzman-Grenfell, A.M. & Hicks, J.J., 1996. Participation of oxygen-free radicals in the
oxido-reduction of proteins. Archives of medical research, 27(1), pp.1-6. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/8867359 [Accedido febrero 15, 2016].

De Vries, M. et al., 2012. Chromatin remodelling initiation during human spermiogenesis. Biology Open,
1(5), pp.446—457. Available at: http://bio.biologists.org/cgi/doi/10.1242/bio.2012844.

Wade, M.G. et al., 1997. Interactions between endosulfan and dieldrin on estrogen-mediated processes
in vitro and in vivo. Reproductive toxicology (Elmsford, N.Y.), 11(6), pp.791-8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9407589 [Accedido enero 13, 2016].

Wagner, T.E. & Yun, J.S., 1979. Fine structure of human sperm chromatin. Archives of andrology, 2(4),
pp.291-4. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/496507 [Accedido febrero 13,
2016].

Wang, N. et al., 2012a. Mitochondrial energy metabolism dysfunction involved in reproductive toxicity
of mice caused by endosulfan and protective effects of vitamin E. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 82, pp.96—103.

Wang, N. et al., 2012b. Mitochondrial energy metabolism dysfunction involved in reproductive toxicity
of mice caused by endosulfan and protective effects of vitamin E. Ecotoxicology and
environmental safety, 82, pp.96—103. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22705290 [Accedido enero 14, 2016].

Ward, W.S., 1993. Deoxyribonucleic acid loop domain tertiary structure in mammalian spermatozoa.
Biology of reproduction, 48(6), pp.1193-201. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8318776\nhttp://www.ncbhi.nlm.nih.gov/pubmed/831857
6.

Ward, W.S., 2010. Function of sperm chromatin structural elements in fertilization and development.
Molecular Human Reproduction, 16(1), pp.30—36. Available at:
http://www.molehr.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/molehr/gap080.

169



Bibliografia

Ward, W.S. & Coffey, D.S., 1991. DNA packaging and organization in mammalian spermatozoa:
comparison with somatic cells. Biology of reproduction, 44(4), pp.569—74. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2043729.

Wdowiak, A. et al., 2014. Alcohol consumption and quality of embryos obtained in programmes of in
vitro fertilization. Annals of agricultural and environmental medicine : AAEM, 21(2), pp.450-3.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24959808 [Accedido enero 27, 2016].

Weston, W.M. et al., 1994. Ethanol effects on embryonic craniofacial growth and development:
implications for study of the fetal alcohol syndrome. Alcoholism, clinical and experimental
research, 18(1), pp.177-82. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8198217
[Accedido febrero 10, 2016].

Wieczorek, L. et al., 2015. Hypothalamic-pituitary-adrenal axis and behavioral dysfunction following
early binge-like prenatal alcohol exposure in mice. Alcohol (Fayetteville, N.Y.), 49(3), pp.207-17.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25709101 [Accedido febrero 2, 2016].

Wiesel, S. & Schultz, G.A., 1981. Factors which may affect removal of protamine from sperm DNA during
fertilization in the rabbit. Gamete Research, 4(1), pp.25-34. Available at:
http://doi.wiley.com/10.1002/mrd.1120040105 [Accedido febrero 13, 2016].

Wigle, D.T. et al., 2008. Epidemiologic evidence of relationships between reproductive and child health
outcomes and environmental chemical contaminants. Journal of toxicology and environmental
health. Part B, Critical reviews, 11(5-6), pp.373-517. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/18470797 [Accedido diciembre 12, 2015].

Wilson, V.S. & LeBlanc, G.A., 1998. Endosulfan elevates testosterone biotransformation and clearance in
CD-1 mice. Toxicology and applied pharmacology, 148(1), pp.158-68. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9465275 [Accedido enero 16, 2016].

Witkin, S.S., Korngold, G.C. & Bendich, A., 1975. Ribonuclease-sensitive DNA-synthesizing complex in
human sperm heads and seminal fluid. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 72(9), pp.3295-9. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=432978&tool=pmcentrez&rendertyp
e=abstract [Accedido febrero 13, 2016].

Wozniak, A.L., Bulayeva, N.N. & Watson, C.S., 2005. Xenoestrogens at picomolar to nanomolar
concentrations trigger membrane estrogen receptor-alpha-mediated Ca2+ fluxes and prolactin
release in GH3/B6 pituitary tumor cells. Environmental health perspectives, 113(4), pp.431-9.
Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1278483&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 16, 2016].

Xu, Y. et al., 2015. The mechanism study of endosulfan-induced spermatogenic cell apoptosis of mouse
in vitro. Toxicology and industrial health. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25647812 [Accedido enero 16, 2016].

Yanagimachi, R. & Phillips, D.M., 1984. The Status of Acrosomal Caps of Hamster Spermatozoa
Immediately Before Fertilization In Vivo. New York, 19, pp.1-19.

Yanagishita, M., Rodbard, D. & Hascall, V.C., 1979. Isolation and characterization of proteoglycans from
porcine ovarian follicular fluid. The Journal of biological chemistry, 254(3), pp.911-20. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/762100 [Accedido febrero 13, 2016].

Yoshida, S., 2008. Spermatogenic stem cell system in the mouse testis. Cold Spring Harbor symposia on
quantitative biology, 73, pp.25—32. Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/19150967
[Accedido febrero 10, 2016].

Young, R.J., 1979. Rabbit sperm chromatin is decondensed by a thiol-induced proteolytic activity not

170



Bibliografia

endogenous to its nucleus. Biology of reproduction, 20(5), pp.1001-4. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/476237 [Accedido febrero 13, 2016].

Zajac, C.S. & Abel, E.L., 1992. Animal models of prenatal alcohol exposure. International journal of
epidemiology, 21 Suppl 1, pp.S24-32. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/1399216 [Accedido febrero 15, 2016].

Zhang, X., Sliwowska, J.H. & Weinberg, J., 2005. Prenatal alcohol exposure and fetal programming:
effects on neuroendocrine and immune function. Experimental biology and medicine (Maywood,
N.J.), 230(6), pp.376—88. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15956767 [Accedido
febrero 10, 2016].

Zhao, W. et al., 2012. Binding affinities of vascular endothelial growth factor (VEGF) for heparin-derived
oligosaccharides. Bioscience reports, 32(1), pp.71-81. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3190640&tool=pmcentrez&renderty
pe=abstract [Accedido febrero 9, 2016].

Zirkin, B.R. et al., 1985. In vitro and in vivo studies of mammalian sperm nuclear decondensation.
Gamete Research, 11(4), pp.349-365. Available at:
http://doi.wiley.com/10.1002/mrd.1120110403.

Zirkin, B.R. & Chang, T.S., 1977. Involvement of endogenous proteolytic activity in thiol-induced release
of DNA template restrictions in rabbit sperm nuclei. Biology of reproduction, 17(1), pp.131-7.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/884180 [Accedido febrero 13, 2016].

Zirkin, B.R., Soucek, D.A. & Chang, T.S., 1982. Sperm nuclear packing and regulation during
spermatogenesis and fertilization. The Johns Hopkins medical journal, 151(3), pp.101-12. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6810011 [Accedido enero 6, 2016].

Zuelke, K.A. et al., 2003. Glutathione ( GSH ) Concentrations Vary With the Cell Cycle in Maturing
Hamster Oocytes , Zygotes , and Pre-Implantation Stage Embryos. , 112(August 2002), pp.106—
112.

de Zwart, L.L. et al., 1999. Biomarkers of free radical damage applications in experimental animals and in
humans. Free radical biology & medicine, 26(1-2), pp.202—-26. Available at:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/9890655 [Accedido febrero 15, 2016].

REFERENCIAS DE LIBROS

Barratt, CLR. Spermatogenesis. En: Gametes: the spermatozoon. Cambridge University Press 1995.
Capitulo 13: 250-267. ISBN 0-521-47996-7

Bedford JM, Hoskins DD. The mammalian spermatozoon: morphology, biochemistry and physiology. En:
Lamming GE, ed. Mashall’s Physiology of Reproduction, 4ta.ed. Vol2. Edingurgh: Churchill Livingstone,
1990: 379-568.

Curry, MR; Watson, PF. Sperm structure and function. En: Gametes: the Spermatozoon. Cambridge
University Press 1995. Capitulo 3: 45-69. ISBN 0-52147996-7

Hicks JJ. Bioquimica. Mc Grawn-Hill. 2001. México.
Ware GW. Insecticides en “The pesticide book” Thompson publication. Fresno, CA. Chapter 4: 44 — 46

Yanagimachi R. Stability of the mammalian sperm nucleus. Zygote 1994; 2(4): 383-4.

171



ANEXO

Receta medio de cultivo A+B:

Solucién A (50 ml):

Componente |
NaCl

Cantidad

| PM/Concentracion
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Receta medio de cultivo HTF:

Solucién A (1L):

Componente | Cantidad
NaCl 53,31g
KCl 3,5g
MgS0,7H20 0,49g
KH,PO4 0,58
Lactato de Na 37 ml
Glucosa 5g
CaCl,2H,0 3g

Solucién B (100 ml):

Componente

Cantidad

Ncho_:,

2,1g

Solucién C (100 ml):

Componente

Cantidad

Piruvato

0,37g

Preparacion para 1L de medio HTF:

Solucion A 100 ml
Solucion B 100 ml
Solucion C 10 ml
H,0 Roux 790 ml

Receta de medio hipoosmdtico (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

Anexo
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Anexo

Alcohol etilico (graduacion 96°): PUROCOL.

BSA (AlbUmina Sérica Bovina): Fraccion V, SIGMA Cat N° A-7906
Condroitin sulfato 90%: Sigma Aldrich Co, Cat N° C-4384

Dermatan 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

Glutaraldehido: Sigma Aldrich Co, Cat N° G6257

GSH (y-Glu-Cys-Gly): Sigma Aldrich Co, Cat N° G-4251

hCG (Gonadotrofina coriénica 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
Paraformaldehido 37%: Anedra, Cat N° 673925

PMSG (Gonadotrofina sérica de yegua prefiada): Novormon 5000, Syntex, Buenos
Aires, Argentina.

Tincion de Spermac: Stain Enterprises, Onderstepoort, Sudafrica.
TUNEL: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

Vectashield: Laboratorios Vector, U.S.A.
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