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MUERTE EMBRIONARIA TEMPRANA: ¢ TIENE INFLUENCIA EL FACTOR

MASCULINO?

Auvra Maria Gil Villa, Walter Dario Cardona-Maya y Angela Patricia Cadavid Jaramillo.

Grupo Reproduccién. Sede de Investigacion Universitaria (SIU). Universidad de Antioquia. Medellin. Colombia.

Resumen.- OBJETIVO: Discutir el efecto que puede
tener el factor masculino sobre la muerte embrionaria
temprana.

METODO: Se hace una revisién de literatura de diferen-
tes componentes del espermatozoide que pueden tener
algin papel en la muerte embrionaria femprana.

RESULTADOS: Antes que ocurra la fusién entre la mem-
brana plasmdtica del espermatozoide y la del oocito,
ambos gametos deben sufrir un proceso de maduracién
que permita la fecundacion y el desarrollo embrionario
exitosos. El estudio de las parejas con muerte embrio-
naria temprana, usualmente se aborda desde el factor
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femenino por la obvia relacién de la mujer con su pro-
ducto en desarrollo, pero no es ilégico suponer que una
alteracién genética o epigenética en el espermatozoi-
de, tenga un papel importante en estas pérdidas por su
importancia en el desarrollo placentario y embrionario.
El espermatozoide posee algunas caracteristicas como
el empaquetamiento del ADN, la apopiosis y los antioxi-
dantes en el plasma seminal, que profegen la integridad
estructural y funcional de la célula germinal, permitiendo
que el espermatozoide fecunde al oocito y contribuya al
desarrollo embrionario. Sin embargo, alteraciones epi-
genélicas como el remodelamiento de la cromatina y la
consecuente perturbacion de los eventos relacionados
con la impronta genémica podrian ser causas de origen
paterno que pueden fener alguna representacion en las
muerfes embrionarias fempranas como fambién lo son la
ausencia o alteracién del centrosoma, el acortamiento
telomérico y la ausencia de RNA espermdtico.

CONCLUSIONES: El conocimiento de la intervencion
espermdtica en el desarrollo embrionario proporcionard
bases para el entendimiento y el posible diagndstico y
tratamiento de diversas alteraciones reproductivas mas-
culinas que puedan estar ocasionando fallas en el de-
sarrollo posterior del embrién.

Palabras clave: Oocifo. Espermatozoide. Impronta.
Fecundacién. Muerte embrionaria.

Summary.- OBJECTIVE: To discuss the possible role
of the male factor in early embryo death.

METHOD: A defailed bibliographic review has been
put fogether to establish which alterations in spermato-
zoa can be associated with early embryo death.

RESULTS: Before the fusion between plasma membranes
of the sperm and the oocyte occurs, both germ cells must
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undergo a maturation process that allows successful ferti-
lization and embryo development. The study of couples
with early embryo loss is usually approached from the
side of the woman due fo the obvious relationship that
exists between the female and the developing embryo.
However, it is not illogical to suppose that a genetic or
epigenetic alteration of the sperm could have imporfant
consequences on these losses due to the necessary con-
tribution of the male gamete not only to embryonic but
also to placental development. On the other hand, sper-
matozoa have cerfain characteristics such as a highly
compact DNA, they undergo apoptosis and the seminal
plasma contains antioxidants that protect the structural
and functional integrity of the germ cell. These factors
assure fertilization and embryo development. Neverihe-
less, epigenetic alterations of the sperm such as altered
chromatin packing, mistakes in imprinting, absence or
alteration of the centrosome, felomeric shortening and
absence of sperm RNA, could affect functions leading
to early embryo loss.

CONCILUSIONS: Knowledge concerning sperm infer-
vention previous fo embryo development will provide the
basis for befter understanding and for possible diagnosis
and freatment of diverse reproductive alterations in men
that could impede embryo development.

Keywords: Oocyfe. Spermatozoa. Imprinting. Ferfili-
zation. Embryo loss.

INTRODUCCION

La pérdida del producto de la gestacién es
una complicacién que afecta del 15 al 20% de los
embarazos clinicamente diagnosticados en mujeres
en edad reproductiva. Se han descrito diferentes cau-
sas de muerte embrionaria temprana como genéticas,
anatémicas, endocrinas, inmunolégicas, microbiolé-
gicas, trombéticas, sicolégicas e iatrogénicas, pero
persiste mas del 50% de causa idiopdtica (1). El estu-
dio de las parejas con muerte embrionaria temprana,
usualmente se aborda desde el factor femenino por
la obvia relacién de la mujer con su producto en de-
sarrollo, pero poco se tienen en cuenta los factores
paternos como causa de pérdida o alteracion del em-
barazo. En los protocolos de estudio de las parejas
con aborto recurrente, escasamente se consideran las
alteraciones cromosémicas, principalmente las trans-
locaciones balanceadas, como posible causa de ori-
gen paterno y para esto se ordena un cariotipo en
células de sangre periférica.

Por su parte, el factor masculino, particularmen-
te el estudio de los pardmetros seminales, si se estudia
en las parejas que consultan por infertilidad y se calcula
que un 50% de las causas puede ser por alteraciones

espermdticas (2). Diversas variaciones en las células
espermdticas podrian conducir a fallas reproductivas
en el hombre que abarcan una amplia gama que va
desde la incapacidad para fecundar, hasta malforma-
ciones que pueda presentar el recién nacido atribuibles
a factores paternos; por esto no es ilégico suponer que
un dafio en el gameto masculino pueda tener un papel
significativo en las pérdidas tempranas.

Tradicionalmente, se ha considerado que el
espermatozoide es sélo el vehiculo que entrega el
complemento genético paterno al oocito (3, 4) pero
también los mecanismos epigenéticos del espermato-
zoide contribuyen en la formacién de un nuevo indi-
viduo al regular la expresién de genes, proteinas y
estructuras necesarias para el desarrollo placentario
y embrionario (5-7). A pesar que el espermatozoide
puede estar sometido a diferentes condiciones exter-
nas que pueden alterar su integridad estructural y fun-
cional durante su maduracién y desplazamiento por
ambos tractos reproductivos, también posee algunas
caracteristicas que lo protegen de este dafio como
son empaquetamiento del ADN, apoptosis y antioxi-
dantes en el plasma seminal, las cuales permiten que
el espermatozoide fecunde al oocito y contribuya al
desarrollo embrionario (8); sin embargo, se ha su-
gerido que la alteracién en el remodelamiento de la
cromatina (9) y la consecuente perturbacién de los
eventos relacionados con la impronta genémica (7)
podrian ser causas de origen paterno que pueden
tener algin papel en las muertes embrionarias fem-
pranas como también lo son la ausencia o alteracion
del centrosoma (10), el acortamiento telomérico (11)
y la ausencia de RNA espermatico ().

Antes que ocurra la fusién del espermatozoi-
de con la membrana plasmética del oocito, ambos ga-
metos deben haber sufrido un proceso de maduracién
que permite la fecundacién y el desarrollo embriona-
rio exitosos (12, 13). A continuacién se describird con
més defalle estos eventos para poder entender con
mayor propiedad la importancia que tienen la infe-
gridad estructural y funcional no sélo del oocito sino
también del espermatozoide en el desarrollo embrio-
nario y cémo las alteraciones en el gameto masculino
podrian llevar a la muerte embrionaria temprana que
es el objetivo principal de esta revisién.

Maduracién del oocito

En la maduracién del oocito, las vias de c-
mos (protooncogen mos) y MAP quinasa (profeina
activada por mitégeno) regulan la formacién del
huso meidtico que se inicia en el centro y migra, a lo
largo del eje longitudinal, hacia la periferia del ooci-
to, asegurando que muy poco citoplasma se pierda
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cuando ocurra la primera divisién de reduccién (14).
Finalmente, la meiosis procede y el primer cuerpo
polar es liberado (13).

El ciclo celular meidtico de los oocitos en los
mamiferos (excepto los oocitos de los caninos que se
detienen en la profase de la meiosis |) se bloquea en
la metafase Il de la meiosis después de la ovulacién y
el ciclo se reinicia después de la fecundacion, debido
a la presencia del factor promotor de la maduracién
activo (MPF), el cual es un modulador del ciclo celu-
lar que estd compuesto por las subunidades p34<d?
quinasa y ciclina B1 vy, es responsable de inducir el
ensamble del huso meiético, la condensacién de la
cromatina y la desintegracién nuclear (12). Durante
el bloqueo de la metafase Il, el MPF permanece ac-
tivo debido a la presencia del factor citostatico CFS
que estd compuesto, al menos en parte, por las pro-
teinas c-mos, MAP quinasa, pQ0%* y Emi 1, lo cual
previene la degradacién de la ciclina B1 (12, 15).

Maduracién del espermatozoide

Durante la maduracién, la mayor parte del
citoplasma del espermatozoide es eliminado pero se
conservan las vesiculas que darén lugar al acroso-
ma, algunas mitocondrias, la cola y el nicleo, que es
rodeado por una estructura del citoesqueleto cono-
cida como feca perinuclear, lo cual es fundamental
para la estabilizacién de las estructuras espermdticas
(16). Asi, el espermatozoide maduro se compone de:
la cabeza que contiene el nicleo con una cromatina
altamente condensada y el acrosoma que posee las
enzimas necesarias que facilitan la travesia del es-
permatozoide a través de la zona pelicida; la pieza
intermedia donde se encuentran las mitocondrias, y
la cola o la pieza principal que se origina de los
centriolos, produciendo el axonema (17, 18).

El eyaculado humano estd compuesto por
el plasma seminal y los espermatozoides. Diferen-
tes estructuras del tracto genital masculino aportan
componentes al plasma seminal: la vesicula seminal
contribuye con fructosa, aminoécidos, écido citrico,
fésforo, potasio y hormonas; la préstata aporta acido
citrico, fosfatos écidos, calcio, sodio, zinc, potasio,
albimina y enzimas vy, finalmente las secreciones de
las glandulas uretrales y bulbouretrales le proporcio-
nan la contextura espesa, color claro y propiedad
lubricante (19).

La integridad del nicleo del espermatozoide
humano es fundamental para lograr la fecundacion
y el adecuado desarrollo embrionario (20, 21). La
experimentacién en animales ha proporcionado evi-
dencia sobre las consecuencias desfavorables en el

desarrollo embrionario y en la presentacién de en-
fermedades en la descendencia cuando el ADN pre-
senta algdn dafo en la linea germinal paterna (3).
Aunque este dafio puede ocurrir en el testiculo, en
el epididimo o después de la eyaculacién, los esper-
matozoides disponen de tres mecanismos protecto-
res: el empaquetamiento del ADN, la apoptosis y los
antioxidantes presentes en el plasma seminal para
proteger sus estructuras de dafio (8).

Empaquetamiento del ADN

la espermatogénesis es la diferenciacion
de las células germinales desde espermatogonias a
espermatozoides; comienza en la pubertad y es un
proceso continuo caracterizado por un estadio pre-
meiédtico llamado espermatogoniogénesis, un estadio
meidtico y ofro postmeidtico o espermiogénesis (22).
El empaquetamiento del nicleo espermatico ocurre
durante la espermiogénesis y es diferente al que
ocurre en las células sométicas: la mayoria de las
histonas que son las proteinas encargadas del em-
paquetamiento de la cromatina en las células somé-
ticas, son removidas y sustituidas con proteinas de
transicién (TP1 y TP2), las cuales son reemplazadas
posteriormente por proteinas nucleares denominadas
protaminas (P1 y P2) (17, 23, 24). Adicionalmente,
en este estadio y en la maduracién epididimal se for-
man puentes disulfuro entre estos residuos proteicos,
haciendo al ADN unas seis veces mas compacto, con
un volumen 40 veces menor que el de una célula
somdtica, lo que implica un espermatozoide trans-
cripcionalmente inactivo; este empaquetamiento le
permite al nicleo espermdtico tener una estabilidad
adicional que es necesaria para asegurar el trans-
porte y la integridad del material genético masculino
durante su desplazamiento en el tracto reproductivo
femenino (24, 25).

En los mamiferos, el nicleo del espermato-
zoide completamente maduro es muy resistente a fra-
tamiento quimico y a estrés fisico, debido a las unio-
nes cruzadas por puentes disulfuro de las protaminas
nucleares. Cuando los espermatozoides se somefen a
congelacion y descongelacién, sin crioproteccién, se
altera la integridad de las membranas plasméticas y de
ofras estructuras, pero el nicleo espermético mantiene
las propiedades esenciales para dar comienzo al desa-
rrollo embrionario, lo que se demuestra por inoculacién
de estos espermatozoides alterados en el oocito (26).

Mecanismo de la apoptosis

Una de las vias involucradas en la apoptosis
de los espermatozoides es la de Fas-Fas ligando; las
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células de Sertoli expresan Fas ligando y sefalan la
destruccién de células germinales Fas positivas limi-
tando, de esta manera, el tamafo de la poblacion ce-
lular germinal a un nimero que ellas pueden soportar

(27, 28).

Los espermatozoides con fragmentacién en
las cadenas de ADN son normalmente eliminados du-
rante la espermatogénesis, como un mecanismo de
control, pero pueden persistir en el eyaculado debido
a una falla en el proceso de apoptosis, lo que podria
resultar en una fecundacién con desarrollo embriona-
rio anormal y posterior muerte del embrién (29).

Antioxidantes en el plasma seminal

En andrologia bésica se ha dado gran im-
portancia a las especies reactivas del oxigeno (ERO)
como fuente de alteracién de la integridad de la mem-
brana y del ADN en el espermatozoide. Las ERO son
agentes de oxidacién altamente reactivas que actian
sobre lipidos, amino d&cidos y carbohidratos y pue-
den causar mutaciones en el ADN, debido a que las
bases y las columnas fosfodiéster de este Gltimo son
muy susceptibles a la peroxidacion (30). Las fuentes
principales de las ERO en los eyaculados humanos
son los leucocitos y los espermatozoides morfolégi-
camente anormales, o espermatozoides sometidos a
condiciones de isquemia o hipoxia cuando se presen-
tan alteraciones vasculares en el tracto reproductivo
masculino (30, 31).

La membrana plasmética del espermatozoide
en los mamiferos presenta una composicién lipidica
altamente especifica con un alto contenido de acidos
grasos poliinsaturados, plasmalégenos y esfingomie-
linas; esta estructura es responsable de la flexibilidad
y de la capacidad funcional de los espermatozoides
pero constituye el principal sustrato para la peroxi-
dacién, lo cual puede dar lugar a severos desérde-
nes funcionales en el espermatozoide (30, 31). De
hecho, los espermatozoides tienen niveles despre-
ciables de antioxidantes debido probablemente a su
poco contenido de citoplasma (32), haciéndolos in-
capaces de reparar el dafio inducido por las ERO ya
que pierden los sistemas enzimdticos citoplasméticos
que se requieren para cumplir con esta reparacion,
y por este motivo son Gnicos en su susceptibilidad a
la ofensa oxidativa (24, 33). Afortunadamente, en el
plasma seminal existen antioxidantes tanto de siste-
mas enzimdticos como no enzimdticos, entre los que
se encuentran: glutatién, superéxido dismutasa, ca-
talasa, glutatién peroxidasa, glutatién reductasa, o-
tocofenol, B-caroteno, ascorbato, urato, transferrina,
lactoferrina, vitaminas E y C y &cidos mercaptiricos
como faurina e hipotaurina, que protegen al esper-

matozoide frente a la ofensa oxidativa (17, 30, 31,

34).

La capacidad antioxidante del plasma semi-
nal parece ser un buen indicador para determinar
la etiologia de la infertilidad masculina y potencial-
mente, la aparicién de mutaciones en la linea germi-
nal a partir de espermatozoides con dafio del ADN
(30). Incluso, el lavado de los espermatozoides y la
subsiguiente remocién del plasma seminal elimina el
potencial protector suministrado por éste; esta situa-
cién puede agravarse si las células son lavadas y
resuspendidas en soluciones contaminadas con meta-
les de transicién, que aumentan la produccién de las
ERO y la generacién de fracturas en el ADN (35).

En condiciones fisiolégicas, en el tracto re-
productivo masculino se presenta un balance entre la
generacién de las ERO y los mecanismos antioxidan-
tes del plasma seminal y sélo permanece la cantidad
minima de las ERO necesaria para regular algunas
funciones de los espermatozoides como la capacita-
cién espermdtica, la reaccién acrosomal y la fusién
espermatozoide-oocito (36, 37). Sin embargo, la
producciéon excesiva de las ERO, lo cual estd relacio-
nado con anormalidades del tracto reproductivo mas-
culino, puede alterar todas las estrategias de defensa
antioxidante del plasma seminal cuando éstas exce-
den los niveles criticos, causando un estado de des-
balance oxidativo y la subsiguiente lipoperoxidacién
de la membrana plasmética de los espermatozoides,
como también un incremento significativo en el dafio
del ADN, tales como fraccionamiento de cadena
sencilla y doble, modificacién de bases, produccién
de sitios libres de base, delecciones, cambios en el
marco de lectura, uniones cruzadas y rearreglos cro-
mosémicos (34, 38-40).

En el nicleo del espermatozoide persiste al-
gin nivel de reparacién del ADN, pero las lesiones
de cadena simple que finalmente permanezcan en el
espermatozoide, deben ser reparadas en el oocito
fecundado y de esta manera no deberian ser letales.
Sin embargo, si el espermatozoide que fecunda tie-
ne fracturas de tamafio significativo en cualquiera de
las dos cadenas del ADN, puede ser dificil para el
oocito repararlo, conduciendo a posibles fallas en el
desarrollo embrionario preimplantatorio, interrupcién
de la gestacién y un incremento en la morbilidad de
la descendencia (21, 30, 40).

Fusion espermatozoide-oocito
La fecundacién requiere de una secuencia

coordinada de eventos entre el espermatozoide y
el oocito para formar un zigoto y posteriormente un
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nuevo individuo. Asi, los procesos que debe sufrir
el espermatozoide para poder fecundar al oocito e
iniciar el desarrollo son: capacitacién espermdtica,
unién especifica del espermatozoide con el acroso-
ma intacto a la zona pelicida, reacciéon acrosomal o
exocitosis celular del espermatozoide, paso a través
de la membrana extracelular del oocito, penetracién
al espacio perivitelino, fusién del espermatozoide
con la membrana plasmatica del oocito, y aporte de
los componentes celulares esperméticos para el inicio
de la divisién celular del zigoto (18, 41).

Después de la fusion del espermatozoide a
la membrana del oocito, la envoltura nuclear esper-
mética se desintegra, la teca perinuclear que rodea
el nicleo es removida y la cromatina sufre un proceso
de descondensacién. Esta Oltima se inicia en la regién
posterior y progresa hasta la porcién anterior de la
cabeza del espermatozoide con la reduccién de las
uniones disulfuro por la presencia de glutation redu-
cido en el citoplasma del oocito y la sustitucion de
las protaminas por histonas derivadas del mismo (42,

43).

La cola del espermatozoide también entra al
oocito y las mitocondrias espermdticas se disocian de
la pieza media pero permanecen juntas y en agre-
gados en el citoplasma del oocito (44); sin embargo
sufren destruccién mediada por proteasoma debido
a que las proteinas mitocondriales son marcadas du-
rante la espermatogénesis con ubiquitina (45). De
esta manera, las mitocondrias paternas no persisten
més all4 del estadio de preimplantacién embrionaria
y s6lo las de origen materno son heredadas (46).

En la mayoria de los mamiferos, excepto en
los ratones, el centriolo espermatico es el responsable
de la organizacién del éster espermético dentro del
citoplasma del oocito, una estructura de microtibu-
los que se requiere para la generacién de la cadena
microtubular que es importante en la migracién pro-
nuclear (5). Finalmente, la mayoria de los elementos
estructurales restantes de la cola espermética desapa-
recen rdpidamente después de la incorporacién en el
oocito (44).

Activaciéon del oocito en los mamiferos

Durante la fecundacién, la unién del esper-
matozoide a la membrana plasmatica del oocito in-
duce la liberacién de calcio intracelular en el oocito,
lo cual interrumpe el bloqueo en la metafase Il de
la meiosis, debido a que se pierde la actividad del
factor citostdtico CFS, haciendo que el factor MPF se
inactive y ocasione la degradacién de la ciclina B1
y de c-mos mediada por el proteasoma; el anterior

evento ocurre simultdneamente con la descondensa-
cién de la cromatina espermdtica en el citoplasma
del oocito (13, 47, 48).

El ciclo celular es controlado por un balance
de las actividades quinasas y fosfatasas que modulan
la actividad de las proteinas celulares y los cambios
morfolégicos observados durante la reanudacién
meidtica que incluyen rotacion del huso metafésico
(en algunas especies), entrada a la anafase y libera-
cién del segundo cuerpo polar, lo cual hace que el
genoma originado del gameto femenino se convierta

en haploide (13, 48).

En los mamiferos, la concentracién de calcio
intracelular oscila repetidamente por un periodo que
puede durar varias horas después de la fusion esper-
matozoide-oocito (49). Las elevaciones en el calcio
intracelular causan la exocitosis de granulos que se
localizan en la regién cortical del oocito debajo de la
membrana plasmdtica, los cuales contienen enzimas
que se liberan en el espacio perivitelino, dando ori-
gen a modificaciones de la zona pelicida del oocito
que previenen la unién y la penetracién de esperma-
tozoides adicionales a la misma (48).

Otra proteina quinasa importante en la regu-
lacién del ciclo celular meidtico es la MAP quinasa,
la cual fosforila proteinas cromosémicas importantes
para mantener a la cromatina en un estado conden-
sado durante la transicién de meiosis | a meiosis Il 'y
prevenir la formacién de la envoltura nuclear por la
fosforilacién de las laminas nucleares (50). Durante
la activacién del oocito, la actividad de la MAP qui-
nasa comienza a disminuir después de la reduccion
de la actividad del factor MPF y esta disminucién se
requiere antes que ocurra la formacién de la envoltu-
ra pronuclear (50).

Los principales cambios en el patron de sin-
tesis de proteinas ocurren durante la activacién del
oocito y se originan en parte por el reclutamiento de
los mARN maternos que estdn presentes en el cito-
plasma del oocito pero que no traducen antes de la
activacién del mismo y por otra parte, por las modi-
ficaciones postraduccionales de proteinas existentes

(48).

Formaciéon pronuclear y primera division
mitética del embrién

Varias horas después de la fusién del esper-
matozoide al oocito cesan las oscilaciones de cal-
cio, el pronicleo femenino comienza a formarse y
la cabeza espermdtica se descondensa formando
el prontcleo masculino (13). Debido a que el &ster
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crece desde el centrémero masculino para capturar
y arrastrar juntos a los pronicleos masculino y feme-
nino, el pronicleo masculino rota sobre el femenino
para alinear la cromatina en el huso que se formaré
entre ambos pronicleos, lo cual asegurard que todos
los cromosomas estén sobre el huso para la siguiente
divisién mitética (13).

Después del alineamiento de los pronicleos,
las membranas nucleares se desintegran y el huso
rota de manera perpendicular al eje definido por el
segundo cuerpo polar, donde la posicién de este 0lti-
mo, define el plano de divisién o el eje polar del em-
brién murino (48, 51); la cromatina se condensa en
los cromosomas que se organizan sobre un huso mi-
tético comdn para dar comienzo a la primera divisién
mitética, produciendo un embrién de dos células (12,
13, 48). Finalmente, ocurre un proceso denominado
activacién génica del cigoto, que comienza con la
transcripcion y la traduccién de proteinas codifica-
das por el genoma embrionario recién formado en el
estadio de una célula en los murinos y més adelante,
durante el desarrollo embrionario preimplantatorio,
en los humanos (48).

Es posible que muchos de los eventos an-
teriormente mencionados no se lleven a cabo ade-
cuadamente cuando se presentan alteraciones epi-
genéticas en el espermatozoide. Sobre esta base, a
continuacién se describird la influencia que podria
tener el gameto masculino en la muerte embrionaria
temprana:

Alteracién en el remodelamiento de la cro-
matina

En la compactacién subdptima de la croma-
tina espermdtica, se han encontrado proporciones
alteradas de las protaminas, completa ausencia de
las mismas (52) o inapropiada formacién de las unio-
nes disulfuro debido a una inadecuada oxidacién de
tioles en estos residuos proteicos y por lo tanto, du-
rante el transito epididimal de los espermatozoides,
el ADN seria mds vulnerable al dafio (53).

En la espermiogénesis, las P1 sufren modi-
ficaciones postraduccionales limitadas y las P2 son
el resultado de un procesamiento proteolitico de un
precursor mds grande (54). La haploinsuficiencia
causada por la alteracién de un alelo de las P1 o
P2 produce una cantidad reducida de la proteina
respectiva, procesamiento anormal de la P2 y pre-
viene la transmisién genética del alelo mutante y del
silvestre (53). El uso de espermatozoides deficien-
tes para la P2 en reproduccién asistida mediante la
inyecciéon intracitoplasmética de espermatozoides

(ICSI) a oocitos murinos en metafase Il, mostré que
la mayoria de los oocitos se reactivaron, pero sélo
unos pocos fueron capaces de desarrollarse hasta
el estadio de blastocisto (9). De acuerdo a estos
resultados, la P2 podria ser esencial para el man-
tenimiento de la integridad de la cromatina del es-
permatozoide y como consecuencia del desarrollo
embrionario temprano.

De ofro lado, los ratones nulos para los ge-
nes que codifican las proteinas de transicion, TP1
(55) o TP2 (56) son infértiles con un procesamiento
anormal de la P2 y una condensacién nuclear insu-
ficiente. Shirley y colaboradores, observaron que la
tasa de fecundacién fue tres veces menor compara-
da con los ratones silvestres y que pocos embriones
preimplantados se desarrollaron hasta el estadio de
mérula-blastocisto (57).

Errores en la impronta

El mecanismo de la impronta reside en la mo-
dificacion epigenética diferencial de secuencias que
regulan la expresion de genes especificos en el esper-
matozoide y en el oocito para originar una sola co-
pia heredada del gen improntado para su expresion
en el embrién. Las copias parentales de las regiones
improntadas difieren con respecto a la metilacion del
ADN, la modificacién de las histonas y como conse-
cuencia en la expresiéon génica. Es decir, para los
genes improntados paternalmente, el alelo paterno
es epigenéticamente modificado para prevenir la
transcripcion, asegurando que el embrién tenga sélo
una expresién monoalélica de la copia heredada de
la madre; lo opuesto es lo que sucede con los genes
improntados maternalmente, cuando se expresa sélo
la copia heredada del padre (58).

La impronta genémica (al menos la metila-
cién del ADN) se establece durante la gametogéne-
sis. Después de la fecundacién, durante el desarrollo
embrionario temprano, las improntas parentales se
borran en las células germinales primordiales y se
restablecen durante la gametogénesis masculina y
femenina (59).

El genoma paterno en los murinos es signifi-
cativa y activamente demetilado a las 6-8 horas des-
pués de la fecundacién, antes del comienzo de la re-
plicacién del ADN, mientras que el genoma materno
es demetilado después de varias divisiones celulares
(60). Esta activa demetilacién del genoma paterno
puede estar asociada con el remodelamiento epige-
nético de la cromatina del espermatozoide para esta-
blecer programas del desarrollo paterno-especificos
durante la embriogénesis temprana (60).
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El hecho que genes particulares sean diferen-
cialmente expresados, de acuerdo a su origen paren-
tal, significa que durante el desarrollo, los genomas
parentales no son funcionalmente equivalentes (61) y
por consiguiente, los errores en la impronta pueden
originar un desarrollo anormal, muerte embrionaria o
fetal o enfermedades en la descendencia después del
nacimiento (62). Cerca de 100 genes en los gametos
masculino y femenino de mamiferos, podrian estar
improntados apropiadamente de manera parental-
especifica para permitir un desarrollo embrionario
normal. Asi, algunos de los genes expresados del
padre como PLAGL]1 (gen adenoma pleiomérfico tipo
1), PEG1 /MEST (gen 1 expresado paternalmente/
transcripto especifico de mesodermo), IGF2 (factor
insulinoide de crecimiento tipo Il) y PEG3 (gen 3 ex-
presado paternalmente), mejoran el crecimiento fetal
y placentario, mientras que los genes expresados de
la madre como IGF2R (receptor del factor insulinoide
de crecimiento tipo ll), GRAB10 (proteina de unién
a la microglobulina alfa 2 relacionada con proteina
G), H19 (gen H19), CDKNI1C (inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina 1C), TSSC3 (candidato del
fragmento génico 4 transferible subcromosémico de
supresion de tumor), MASH2 (factor de transcripcién
basica hélice-asa-hélice) y MEG3 (gen 3 expresado
maternalmente), lo restringen. De esta forma por
ejemplo, el bajo peso fetal podria ser causado por la
pérdida de la expresién paterna de un gen promotor
del crecimiento o por la activacién alterada de un
alelo paterno de un gen que restringe el crecimiento
y que estd normalmente silenciado (62).

Uno de los mecanismos mejor explicado, por
el cual el dafio del ADN derivado del padre puede
llevar a la pérdida del embarazo podria involucrar
la alteracién especifica de genes que son esenciales
para el desarrollo normal de la unidad feto-placenta-
ria (58). El alelo paterno del gen H19, el cual esta
normalmente metilado y silenciado en la linea germi-
nal paterna, es frecuentemente hipometilado en los
casos de infertilidad masculina (7).

La consecuencia anticipada de este evento
de hipometilacion es la transcripcién activa del gen
H19 y, como consecuencia, la inactivacién del gen
materno IGF2 reciprocamente improntado. Debido
a que IGF2 estd intimamente involucrado en la plo-
centacion, se esperaria que su inactivacién altere el
desarrollo embrionario (7). Lo anterior se explica ya
que en células germinales normales, el sitio de unién
a CTCF (proteina dedo de zinc que se une a varios
sitios en la regién de control improntada sin metilar
y es esencial para potenciar el bloqueo) estd sin me-
tilar en el cromosoma materno y la unién de CTCF
a esfe sitio promueve la activacién del gen H19 y el
silenciamiento del gen IGF2. Por el contrario, en el

cromosoma paterno, el sitio de unién a CTCF esté
metilado, es incapaz de unirse con CTCF y como con-
secuencia, IGF2 es activado y H19 es silenciado. De
esta manera, podria predecirse que la fransmision de
un alelo paterno sin metilar conduce a la presencia
de dos alelos de IGF2 inactivos y dos alelos de H19
activos en el embrién y, por lo tanto, retardo en su
desarrollo (63).

Para demostrar si una incorrecta impronta
genémica paterna podria estar asociada con la es-
permatogénesis alterada, Marques y colaboradores
extrajeron ADN espermdtico de 123 muestras de
semen de individuos normozoospérmicos y de indivi-
duos oligozoospérmicos sometidos a andlisis seminal
por diagnéstico de infertilidad. Algunos hombres oli-
gozoospérmicos tuvieron espermatozoides con meti-
lacién defectuosa del sitio de unién a CTCF entre los
genes IGF2 y H19 (7).

Ausencia o alteracién del centrosoma esper-
matico

Como anteriormente se menciond, en mu-
chas especies, el centrosoma proximal llega a ser el
centro del dster espermdtico que dirige al pronicleo
masculino y femenino al centro del cigoto (64). Ac-
tualmente, es claro que la formaciéon del huso mitoti-
co en la primera division embrionaria en humanos,
depende de los centros de generacién de microt(-
bulos derivados del centrosoma del espermatozoide,
ubicado en la cola (10). En un estudio realizado por
Moomjy y colaboradores, usando ICSI, observaron
que después de inyectar sélo la cabeza espermatica
en un oocito, se formé un pronicleo masculino pero
las subsiguientes divisiones se caracterizaron gene-
ralmente, por varios grados de mosaicismos como
consecuencia de una disyuncién cromosémica abe-
rrante, sugiriendo que la presencia de la cola o dl
menos su centrosoma es importante para el desarro-
llo embrionario normal (10).

Los embriones de espermatozoides con cen-
trosomas pobremente desarrollados, dafiados o au-
sentes podrian presentar niveles variables de desor-
ganizacién. Esta correlacién ha sido demostrada por
Rawe y colaboradores en un reporte de caso de un
paciente con una forma severa de teratozoospermia
caracterizada por una adhesién defectuosa de la ca-
beza con la pieza media y espermatozoides acefa-
licos, ademds de inmovilidad total; adicionalmente,
los espermatozoides del paciente presentaron una
morfologia centromérica alterada y una capacidad
reducida para formar dsteres espermdticos. En el in-
tento de fecundacién con ICSI, el cigoto no progresé
més alléd del estadio pronuclear del desarrollo em-
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brionario, lo que sugirié un defecto de origen pater-
no mds que materno, ya que en humanos el centriolo
dentro del centrosoma cigético naciente se deriva de
los espermatozoides. Cuando en paralelo se inyecta-
ron espermatozoides de un donante fértil, se observé
un claro contraste con la obtencién de un alto porcen-
taje de dsteres espermaticos completamente desarro-
llados (65).

Por estas evidencias, los autores sugieren
que el centriolo espermdtico es esencial para la fe-
cundacién exitosa, mientras que sélo las alteraciones
en la cola que impiden la movilidad espermatica no
tienen un papel significativo en este evento. Este ha-
llazgo enfatiza a) la necesidad de una evaluaciéon
morfolégica cuidadosa de los espermatozoides para
entender mejor la fisiologia de la fecundacién nor-
mal y, eventualmente, trabajar en herramientas pro-
nésticas en reproduccion asistida y b) estudiar mas
a fondo la composiciéon y el funcionamiento del cen-
trosoma espermdtico para obtener més informacién
acerca de las posibles causas o consecuencias de su
anormalidad en el espermatozoide y en el desarrollo
del embrién.

Acortamiento telomérico

Se ha sugerido que sélo los espermatozoides
con un tamafio telomérico suficiente progresan a tra-
vés de la espermatogénesis (66). En un estudio reali-
zado por Hermann y colaboradores, se encontré una
concentracién espermdtica severamente reducida en
la tercera generacion de ratones provenientes de pro-
genitores que carecian del componente de ARN de la
telomerasa (66).

En contraste al estudio anterior, Liv y colabo-
radores, reportaron espermatocitos en profase | de
ratones nulos para la actividad de la telomerasa que
poseian telémeros acortados y localizacién anormal,
que probablemente estaban contribuyendo al total de
los espermatozoides maduros. Cuando los oocitos sil-
vestres se inseminaron con espermatozoides de estos
ratones nulos para la telomerasa se produjo dismi-
nucién en la fecundacién y en la formacion de blas-
tocistos, e incremento de fragmentacién y apoptosis
embrionarias (11).

Los anteriores estudios (11, 66) proponen que
aunque las células germinales en mamiferos con te-
lémeros acortados son destruidas tempranamente en
el desarrollo, algunos espermatozoides completan la
maduracién, lo cual sugiere que el presunto punto de
control estd alterado en los espermatocitos, y los esper-
matozoides maduros resultantes podrian ser disfuncio-
nales como resultado del acortamiento telomérico.

Ausencia de RNA espermadtico

Existe controversia acerca de la contribucién
de los ARN espermdticos al desarrollo embrionario.
En un estudio realizado por Ostermeier y colabo-
radores evaluaron el papel de ciertos transcriptos
espermdticos tanto en la fecundacién como en el
desarrollo cigoto-embrionario, usando RT-PCR para
determinar cudl de estos transcriptos estaba presente
en los espermatozoides humanos pero no en el oocito
en metafase Il sin fecundar. Encontraron que durante
la fecundacion, el mMARN paterno es depositado en
el oocito y que el espermatozoide maduro contiene
mARN que codifica proteinas requeridas para la em-
briogénesis temprana que estén ausentes en el oocito
sin fecundar, lo cual hace inferir que el oocito fecun-
dado podria usar estos transcriptos en la fase inicial
del desarrollo embrionario (6). Los autores identifica-
ron seis candidatos: clusterina, AKAP4 y Protamina-
2, liberados en el proceso de la fecundacién; HSBP1
(CDH13) en respuesta a estrés; FOXG1B y WNT5A,
implicados en embriogénesis y morfogénesis ().
FOXG1B es un miembro de los factores de transcrip-
cién que contiene un dominio “forkhead” importan-
te en el desarrollo embrionario temprano pero esta
restringido al cerebro fetal y a los festiculos adultos
(67). Los homélogos de la familia de WNT5A de mo-
léculas de sefializacién protooncogénica participan
en la diferenciacion celular que estéd asociada con la
morfogénesis (68). Asi, ambos ARN paternos contri-
buirian al desarrollo embrionario.

Asi mismo, se ha descrito un conjunto de 68
secuencias que podrian tener un papel significativo
en el silenciamiento génico a través de ARN de in-
terferencia paterno en el oocito fecundado (69). Los
andlisis preliminares de estas 68 secuencias mos-
traron varios blancos potenciales para el mARN en
el oocito como DKK2, una proteina en la via de se-
Aalizacién tipo “wingless”, la cual estd activa en el
desarrollo embrionario. Lo anterior provee evidencia
adicional que los transcriptos de mARN paterno son
benéficos para la embriogénesis y por lo tanto son
preservados, aunque también se ha reportado la
presencia de transcriptos paternos deletéreos para el
crecimiento embrionario (69).

CONCLUSIONES

Las contribuciones genéticas del espermato-
zoide son importantes para la embriogénesis. De he-
cho, los estudios mencionados en esta revisién sugie-
ren que el dafio del ADN en el espermatozoide que
fecunda es un factor que influye en cémo un embrién
se desarrolla y en cémo el oocito trata de compensar
este dafo. Sin embargo, no es claro cuanto dafio del
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ADN espermético es suficiente para comprometer el
desarrollo embrionario, por lo que se requiere cuan-
tificar el deterioro de un espermatozoide individual e
identificar un valor umbral de este dafio que permita
un desarrollo normal, lo cual podria emplearse en
técnicas de reproduccién asistida. Aunque se ha indi-
cado una fuerte asociacién entre el espermatozoide
con dafio del ADN y una alteracién en la embriogé-
nesis, la relacién causa-efecto no se ha demostrado
ain. Hay que tener en cuenta que el dafio del ADN
puede ser secundario a otras anormalidades en el es-
permatozoide y que es poco probable que esta ano-
malia sea sblo el resultado de errores en el rearreglo
de la cromatina o del estrés ambiental.

Como medida preventiva se pudiera promo-
ver la reduccién del dafio del ADN del espermato-
zoide con el uso de antioxidantes en la dieta y una
técnica de seleccion espermética que permita la se-
paracién de espermatozoides con niveles tolerables
de deterioro.

Se considera que la organizacién nuclear en
las células sométicas y germinales es una forma de
regulacién génica-epigenética, aunque se requieren
mas estudios que se enfoquen en investigar el papel
especifico de la compactacién del ADN espermatico
en el desarrollo embrionario. Por lo anterior, entre
los temas de investigacién que serian de gran interés
estudiar estan:

a) entender mejor cémo la estructura nu-
cleoprotamina-nucleohistona del nicleo del esperma-
tozoide lleva la informacién epigenética y controla
los eventos embrionarios tempranos, tal vez identifi-
cando si se requiere la metilacién de copias génicas
paterno-especificas durante este estadio en el desa-
rrollo y si es asi, cudles podrian ser los genes implica-
dos;

b) determinar si la reduccién global en la
metilacion observada en algunos pacientes (7) es un
factor causal de embriogénesis alterada o un signo
de pobre espermatogénesis que no tiene ningin efec-
to directo sobre el desarrollo del embrién;

¢ investigar la localizacién de otras regiones
especificas del genoma como aquellas que tienen tra-
mos no codificantes de secuencias repetidas o genes
improntados con respecto a caracteristicas especifi-
cas de la cromatina;

d) explorar los papeles potenciales de las
proteinas de transicién en la remocién o degrada-
cién de histonas, en la direccion de la incorpora-
cién de protaminas, en la inferaccién con regiones
cromosémicas especificas y en el reclutamiento de

complejos. Este conocimiento proporcionaria una luz
sobre las consecuencias potenciales epigenéticas de
la ausencia o la mutacién de una o ambas proteinas
de transicion (TP1 y TP2).

Con respecto al ARN espermdtico, se ha en-
contrado que algunos transcriptos especificos identi-
ficados en los espermatozoides se correlacionan con
la calidad espermética presentada por el individuo,
aunque falta identificar si la variacién en el contenido
de mARN estd afectando directamente al espermato-
zoide maduro o es un indicio de una espermatogéne-
sis anormal (70).

Seria interesante verificar si el espermatozoi-
de que transmite patrones de mARN alterados pro-
duce embriones con un potencial disminuido en el
desarrollo y demostrar si el mARN transmitido que
codifica o interfiere, tiene actividad en el embrién.

El tema desarrollado en esta revisién es im-
portante para tratar de entender el posible papel que
tiene el factor masculino en las muertes embrionarias
tempranas, lo cual no se tiene en cuenta de una ma-
nera significativa por la relacién existente entre la
mujer y el embrién en desarrollo.

Este conocimiento proporcionaria algunas
bases para el tratamiento de diversas alteraciones
reproductivas presentadas por los hombres no sélo
implicadas con la infertilidad sino también con las
pérdidas gestacionales, producidas tal vez, por dafio
del ADN o alteraciones en la regulacién génica-epi-
genética del espermatozoide ocasionados por ofen-
sa oxidativa, alteracion en el remodelamiento de la
cromatina o por cualquiera otra causa adn no defini-

da.

Finalmente, la informacién encontrada en la
literatura y las nuevas investigaciones ayudarén en el
diagnéstico de alteraciones esperméticas y en la im-
plementacién de nuevas estrategias en el manejo de
técnicas de reproduccién asistida; sin embargo, toda-
via falta mucho por investigar acerca de las posibles
causas de origen paterno implicadas en la muerte
embrionaria temprana. Ahora, el compromiso radi-
ca en fortalecer este conocimiento y de esta manera,
lograr un mayor acercamiento en el entendimiento y
posible tratamiento a esta situacién que aqueja a una
cantidad significativa de parejas en el mundo.
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