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duccion de la exocitosis acrosomal en espermatozoides
capacitados de raton, produce una rapida desaparicion
de la actina-F. Esta despolimerizacion seria promovida
por el marcado aumento de calcio que se produce du-
rante la exocitosis acrosomal. La inhibicion de la poli-
merizacion de actina que ocurre durante la capacitacion
inhibe la exocitosis acrosomal. Estos resultados sugeri-
rian que la polimerizaciéon de actina es necesaria para
que la exocitosis ocurra, y que una vez que la actina ha
sido polimerizada a la forma F, debe ocurrir una rapida
despolimerizacion para que la exocitosis pueda ocurrir.

Si bien otros han demostrado el rol de las proteinas
SNARESs y la synaptotagmina en los estadios finales de
fusion de las dos membranas (10), atin no se conoce el
mecanismo que explique el movimiento o acercamiento
de las membranas que precede a la formacion de los
puntos de fusion. El citoesqueleto de actina juega un pa-
pel importante en la exocitosis de diversos tipos celu-
lares, y se piensa que el mismo es importante para po-
sicionar las membranas de los granulos secretorios en
proximidad con la membrana plasmatica, pero que en
un estadio posterior, los filamentos de actina deben di-
sociarse para permitir el contacto entre las dos mem-
branas. Esta polimerizacion de la actina durante la ca-
pacitacion espermatica podria estar participando en
este acercamiento de las membranas intervinientes en
la fusion, para que los demas eventos moleculares pue-
dan llevarse a cabo.
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El papel de los glicosaminoglicanos en el
proceso de descondensacién cromatinica
del espermatozoide humano

Role of glycosaminoglycans in sperm
chromatin decondensation in humans.

O papel dos glicosaminoglicanos no
processo de descondensagéo cromatinica
do espermatozoide humano

Marina Romanato, Vanina Julianelli,
Béarbara Farrando, Lucrecia Calvo, Juan Carlos Calvo

Resumen

En el nicleo del espermatozoide, la cromatina se encuentra
de 6 a 8 veces mas condensada que en los nlcleos de las
células somaticas. Esta condensacién es el resultado del in-
tercambio de histonas por protaminas durante el proceso de
formacion de los espermatozoides, otorgando al material ge-
nético una resistencia Unica al ataque por especies reacti-
vas de oxigeno como también al estrés que significa el tra-
yecto hasta su encuentro con el ovocito en el oviducto. Esta
condensacion tan alta debe ser relajada, una vez producida
la fecundacién del ovocito, para permitir la formacién del
pronlcleo masculino y la posterior singamia. Para que ocu-
rra la descondensacién es necesaria la reduccién de los
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puentes disulfuro de las protaminas, reacciéon que lleva a
cabo el glutation y, ademas, la remocién de las protaminas
con intercambio posterior o concomitante por las histonas
ovocitarias. En este punto, todavia no hay consenso sobre |a
molécula involucrada. En nuestro laboratorio postulamos
que seria el heparan sulfato, basados en analisis de des-
condensacion in vitro, en las caracteristicas estructurales de
la moléculay en su presencia en el ovocito murino, con evi-
dencias preliminares de su presencia también en el ovocito
humano (datos no mostrados).

Palabras clave: glicosaminoglicanos * cromatina * descon-
densacion * espermatozoides * heparan sulfato

Summary

In the sperm nucleus, chromatin is 6 to 8 times more con-
densed than in the nuclei of somatic cells. This high con-
densation is the result of the exchange between histones and
protamines during the process of spermatogenesis, and pro-
vides the genetic material with unique resistance to the at-
tack of reactive oxygen species, as well as to the stress of the
voyage towards the encounter with the oocyte in the oviduct.
This high condensation must be relaxed, once the fertiliza-
tion of the oocyte has taken place, in order to allow for the
formation of male pronucleus and subsequent syngamy. For
the decondensation to occur, it is necessary to reduce the
disulfide bonds in the protamines, reaction that takes place
with the assistance of glutathione, and also to remove the pro-
tamines with the subsequent or concomitant exchange with
oocyte histones. At this point, there is no consensus regard-
ing the molecule involved in this process. In these studies,
it has been postulated that this molecule is heparan sulfate,
based on in vitro decondensation studies, on the structural
characteristics of the molecule and the fact that it is present
in the murine oocyte, with preliminary evidence of its pres-
ence also in the human oocyte (data not shown).

Key words: glycosaminoglycans * chromatin * decondensa-
tion * spermatozoa * heparan sulfate

Resumo

No ntcleo do espermatozoide, a cromatina se encontra de
6 a 8 vezes mais condensada que nos ntcleos das células
somaticas. Esta condensagédo é o resultado da troca de his-
tonas por protaminas durante o processo de formagé&o dos es-
permatozoides, outorgando ao material genético uma resis-
téncia Unica ao ataque por espécies reativas de oxigénio bem
como ao estresse que significa o trajeto até seu encontro com
o0 ovdcito no oviduto. Esta condensag&o téo alta deve ser re-
laxada, assim que é produzida a fecundagéo do ovdcito, para
permitir a formag&o do prontcleo masculino e a posterior sin-
gamia. Para que ocorra a descondensagdo é necessaria a re-
dugéo das pontes dissulfeto das protaminas, reacdo que leva
a cabo o glutation e, também, a remog&o das protaminas com
troca posterior ou concomitante pelas histonas oocitarias.
Neste ponto, ainda ndo ha consenso sobre a molécula en-
volvida. No nosso laboratdrio postulamos que seria o heparan
sulfato, baseados em analises de descondensagéo in vitro, nas
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caracteristicas estruturais da molécula e em sua presenga no
ovdcito murino, com evidéncias preliminares de sua presenca
também no ovdcito humano (dados ndo mostrados).

Palavras chave: glicosaminoglicanos * cromatina * descon-
densacdo * espermatozoides * heparan sulfato

Introduccion

La funcién de la gameta masculina en el proceso de
fertilizacién no culmina con la penetracion al ooplasma,
sino que requiere ademas la fusiéon de su material ge-
nético con el material genético del ovocito. Para lo-
grarlo, el nucleo del espermatozoide, una vez ingresado
al ovocito, sufre una serie de cambios ultraestructurales
que culminan con la formacién del pronticleo mascu-
lino. Es conocido el alto grado de condensacion de la
cromatina espermatica, comparado con el de las célu-
las somaticas, y el impacto que la misma tiene en la pro-
teccion del material genético de las especies reactivas de
oxigeno, como también de los danos fisicos durante el
transito hacia el encuentro con el ovocito en las trompas.
Con el objetivo de explicar las fallas de fertilizaciéon ob-
servadas en procedimientos de reproduccion asistida,
surgio6 en la ultima década, el interés por estudiar mas
detalladamente el nicleo del espermatozoide, el proceso
de descondensacion nuclear y los factores espermaticos
y ovocitarios involucrados en dicho proceso. Esto es par-
ticularmente cierto con el advenimiento del ICSI, pues
ya no interesa si el espermatozoide puede interactuar efi-
cazmente con el cimulus, Ia zona peldcida o el oolema
y cobran especial importancia todos los procesos que
ocurren una vez que el espermatozoide se encuentra
dentro del ooplasma.

ORGANIZACION CROMATINICA DEL NUCLEO
ESPERMATICO

El nucleo del espermatozoide presenta una organi-
zacién muy particular de la cromatina, diferente de la
de las células somaticas (1) (2). La cromatina esperma-
tica se encuentra altamente condensada debido a que
durante la espermatogénesis testicular, la mayor parte
de las histonas es reemplazada por proteinas transicio-
nales y luego por protaminas. Estas son proteinas mas
pequenas (50-60 aminodacidos), mds basicas que las his-
tonas y con un alto contenido de residuos de cisteina 'y
arginina que neutralizan muy eficazmente las cargas del
ADN y permiten su mayor compactacion. El complejo
altamente condensado de protamina — ADN es estabi-
lizado por uniones disulfuro intra e intermoleculares
entre los residuos de cisteina de las protaminas, confi-
riendo al nicleo espermatico de una extraordinaria es-
tabilidad mecanica y quimica. De esta forma se impe-
diria la descondensacién prematura de la cromatina
durante el transito del espermatozoide por el tracto ge-



nital masculino y el femenino, antes de incorporarse de-
finitivamente al ooplasma, y ademas se protegeria al
ADN espermatico de la accion de agentes mutagénicos.

Se han descripto dos grupos de protaminas, P1y P2.
Las P1 estan presentes en los espermatozoides de todas
las especies y tienen un alto contenido de cisteina y ar-
ginina, mientras que las P2 que estan presentes en al-
gunas especies (incluyendo el humano), contienen his-
tidina ademds de cisteina y arginina y pueden unir Zn2+.

La importancia de una adecuada interaccién prota-
mina /ADN espermitico en el proceso de fertilizacion
ha quedado confirmada por la observacion que ratones
knockout para P1 o P2 son infértiles (3). En el hombre,
se ha documentado la presencia de una relacion P1,/P2
alterada o incluso la ausencia de P2 en individuos in-
fértiles (4)(5). Por otra parte, el eyaculado comun-
mente contiene cantidades variables de espermatozoi-
des que no han reemplazado la mayoria de sus histonas
o proteinas transicionales por protaminas (6-8), cuyos
nucleos se conocen generalmente como nucleos inma-
duros (9), observandose que el eyaculado de hombres
infértiles contiene una mayor proporcion de los mismos
que el de hombres fértiles (10) (11).

LA DESCONDENSACION DEL NUCLEO
ESPERMATICO

El nucleo del espermatozoide se descondensa rapi-
damente luego de su penetracion en el ovocito (12). La
reducciéon de los puentes disulfuro, por el glutation
(GSH) presente en el ovoplasma, seria el primer paso
de la descondensacion del nucleo espermatico en el
ovocito. Esta reduccion es necesaria pero no suficiente
para que se produzca la descondensacion nuclear. Se ha
propuesto la participacion de una macromolécula con
fuerte carga negativa que pueda competir con el ADN
por las protaminas, y actuar como aceptora de las mis-
mas, posibilitando asi el reemplazo de las protaminas es-
permaticas por histonas ovocitarias.

La descondensacion de la cromatina del espermato-
zoide humano in vitro puede inducirse utilizando he-
parinay GSH (13) (14). No existe duda de la participa-
cion del GSH como tiorreductor en este proceso, pero
el papel de la heparina es atin motivo de controversia,
proponiéndose una interaccion de tipo ligando-recep-
tor (15-18) o un efecto directo sobre la cromatina del
espermatozoide, ya que se ha demostrado que la hepa-
rina posee una fuerte afinidad por las protaminas y es
capaz de combinarse con éstas formando un complejo
insoluble (19). Sin embargo, ninguna de las evidencias
existentes es directa y contundente. Unos de los puntos
a considerar es que no se ha encontrado heparina en el
complejo cumulus-ovocito y que la tinica célula capaz de
sintetizar heparina in vivo es el mastocito. Sin embargo,
existen en la literatura numerosas evidencias de la pre-
sencia de otros glicosaminoglicanos (GAGs) en el com-
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plejo cumulus — oocito en distintas especies (20-23). En-
tre ellos, el heparan sulfato (HS) es un andlogo estruc-
tural de la heparina que posee en muchos sistemas bio-
16gicos acciones equivalentes a la misma (24-27). Las
evidencias experimentales acumuladas en nuestro la-
boratorio en los ultimos anos, nos han llevado a plan-
tear la hipotesis de que el HS efectivamente podria ac-
tuar como aceptor de protaminas durante la
descondensacion cromatinica del espermatozoide hu-
mano n vivo (14) (28).

EL HEPARAN SULFATO COMO ACEPTOR DE
PROTAMINAS

En nuestro laboratorio, estudiamos desde hace varios
anos, la descondensacién nuclear del espermatozoide
humano in vitro, a fin de dilucidar el papel de la hepa-
rina en este proceso. Utilizando muestras de semen de
donantes normospérmicos de acuerdo con los crite-
rios establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud (29) y mediante un ensayo de descondensacion
nuclear originariamente descrito por Reyes et al. (13) y
luego modificado en nuestro laboratorio (14), se evalué
la capacidad descondensante de distintas heparinas y
otros GAGs sobre espermatozoides humanos capacita-
dos y sobre nucleos aislados a partir de dichos esper-
matozoides. El comportamiento de los nucleos aislados,
situacion que se asemeja mas a lo que ocurre in vivo de-
bido a que el nucleo se encuentra desnudo dentro del
ooplasma antes de descondensarse, fue, en todos los ca-
sos, semejante al de los espermatozoides enteros.

La actividad descondensante de la heparina se vio
fuertemente afectada por la sulfataciéon de la molécula,
y los resultados sugirieron que se trata no sélo de un
efecto de carga neta sino que también es importante la
posicion de las cargas en la molécula (14) (28). También
evaluamos el efecto del tamano de la molécula de he-
parina sobre su capacidad descondensante, encon-
trandose que la actividad descondensante de la hepa-
rina era independiente de su peso molecular, por lo
menos dentro del rango de pesos moleculares estu-
diado (3000-18800 Da) (14)(28)).

Una vez demostrado que la actividad desconden-
sante de la heparina in vitro esta relacionada con ca-
racteristicas estructurales de la molécula, evaluamos la
actividad descondensante de otros GAGs presentes en
el complejo cumulus-ovocito con el fin de encontrar al-
gun equivalente a la heparina in vivo. S6lo el HS, ana-
logo estructural de la heparina, mostr6 actividad des-
condensante in vitro, mientras que el dcido hialurénico,
el condroitin sulfato y el dermatan sulfato fueron inac-
tivos (14) (28). Mas aun, la actividad descondensante de
la heparina y del heparan sulfato fueron similares, a pe-
sar del hecho que el heparan sulfato se encuentra le-
vemente menos sulfatado que la heparina, y posee me-
nor carga negativa neta.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2011; 45 (4): 599-719
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El conjunto de estos resultados nos llevé a proponer
que el HS, presente en el complejo cumulus-oocito y
ademads andlogo estructural de la heparina (25) (30) (31),
podria estar funcionando como aceptor de protaminas
en el proceso de descondensacion del ntcleo esperma-
tico humano n vive. Recientemente (32) encontramos
que el heparan sulfato se encuentra presente en el cito-
plasma del ovocito murino, siendo este un punto clave
para nuestros estudios presentes y futuros. Mientras
tanto, el papel del heparan sulfato en la descondensa-
cion nuclear n vivo es una hipoétesis factible.
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peritoneal environment of women with
endometriosis. In vivo and in vitro studies
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Caracterizagdo do endométrio e do
ambiente peritoneal de mulheres que
padecem endometriose. Estudos in vivo e
in vitro de novas alternativas terapéuticas
para esta doenga
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Analia Ricci, Juan Ignacio Bastén, Rosa Inés Barafiao

Resumen

El tema de estudio de nuestro laboratorio es la endometrio-
sis, patologia benigna que afecta alrededor de un 15% de
las mujeres en edad reproductiva y que se caracteriza por la
presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina,
provocando fuertes dolores pélvicos, metrorragia y, en un
50% de los casos, infertilidad. Hemos realizado investiga-
ciones basicas sobre el ambiente peritoneal de las mujeres

IBYME 635

con endometriosis y analizamos las caracteristicas del tejido
endometrial de estas pacientes. En la actualidad continua-
mos con nuestros estudios tendientes a esclarecer no sélo la
posible etiologia de la endometriosis sino también a mejo-
rar su tratamiento. Nuestros estudios tienen como objetivo
la evaluacion del efecto in vitro e in vivo de nuevos meca-
nismos para tratar esta patologia en la bdsqueda de nuevas
alternativas terapéuticas que ofrezcan tratamientos mas
simples, con medicamentos que actten en forma mas directa
sobre los implantes, que inhiban los mecanismos involu-
crados en el desarrollo de la enfermedad, y que potencial-
mente sean mas eficaces en su accion de erradicar las le-
siones endometridsicas. Ademas, comenzamos a evaluar los
posibles mecanismos involucrados en la tolerancia inmuno-
|6gica hacia los implantes de tejido endometrial ectépico que
se produciria durante el establecimiento de la endometriosis.

Palabras clave: macréfagos * citoquinas * tratamiento * fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular * ciclooxigenasa
2 * aromatasa P450

Summary

The subject matter of our laboratory is endometriosis, a be-
nign disease that affects around 15% of women of repro-
ductive age, characterized by the presence of endometrial tis-
sue outside the uterine cavity, causing severe pelvic pain,
metrorrhagia, and infertility in 50% of the cases. Basic re-
search on the peritoneal environment of women with en-
dometriosis has been conducted and the characteristics of
these patients’ endometrial tissue was analyzed. Currently,
studies to clarify the etiology of the endometriosis but also
to improve its treatment still continue. Said studies aim to
assess the in vitro and in vivo effects of new mechanisms to
treat the condition in the search for new therapeutic alter-
natives that provide simple treatments with drugs that act
more directly on the implants, that inhibit the mechanisms
involved in the development of the disease, and which are
potentially more effective in their efforts to eradicate en-
dometriotic lesions. Furthermore, the likely mechanisms in-
volved in the immunological tolerance to ectopic endometrial
tissue implants that would occur during the establishment
of endometriosis started to be assessed.
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Resumo

O tema de estudo de nosso laboratdrio é a endometriose, pa-
tologia benigna que afeta aproximadamente 15% das mu-
Iheres em idade reprodutiva e que se caracteriza pela pre-
senga de tecido endometrial fora da cavidade uterina,
provocando fortes dores pélvicas, metrorragia e, em 50% dos
casos, infertilidade. Temos realizado pesquisas basicas so-
bre o ambiente peritoneal das mulheres com endometriose
e analisamos as caracteristicas do tecido endometrial des-
tas pacientes. Na atualidade continuamos com nossos es-
tudos tendentes a esclarecer ndo apenas a possivel etiologia
da endometriose, mas também a melhorar seu tratamento.
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