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A los hombres entrafiables que con su ideario, lucharon, cayeron y contintan, porque
son los que estan, inspiran, porque tan entusiastas ejemplos de humanidad como queribles, son

y seran inolvidables...



...El cultivo de la ciencia exige, me parece, un coraje excepcional. La ciencia comercia con un
saber obtenido por medio de la duda. ..Nuestro nuevo arte de la duda cautivé a las
multitudes...Y de pronto, aquellos hombres egoistas y brutales que se aprovecharon avidamente
de los frutos del trabajo cientifico, sintieron que la fria mirada de la ciencia detectaba y
denunciaba una miseria milenaria pero artificial, que podia facilmente ser eliminada si se los
eliminaba a ellos mismos. Nos cubrieron entonces de amenazas y sobomos, que resultaron
irresistibles para las almas débiles. Pero acaso, podemos negarnos al pueblo y, al mismo

tiempo, ser hombres de ciencia?.

...Mi opinidn es que el unico fin de la ciencia consiste en aliviar la miseria humana. Si los
cientificos se dejan atemorizar por los tiranos y se limitan a acumular el conocimiento por el
conocimiento mismo, la ctencia se convertira en un invalido, y las nuevas maquinas sélo
serviran para producir nuevas calamidades. Tal vez, con el tiempo, ustedes lleguen a descubrir
todo lo que hay para descubrir, pero este progreso sélo los alejara mas y mas de la Humanidad.
Y el abismo entre ella y ustedes, los cientificos, puede llegar a ser tan profundo que cuando
griten de felicidad ante algun nuevo descubrimiento, el eco les devolvera un alarido de espanto

universal".

Bertolt Brecht
(de "Galileo Galilei").
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RESUMEN

Se ha descripto que la ingesta cronica y/o aguda de altas concentraciones de etanol durante la
gestacion produce el sindrome de alcoholismo fetal (FAS). El objetivo principal de este estudio
fue profundizar los conocimientos sobre los efectos deletéreos del consumo preconcepcional de
etanol y sus consecuencias sobre el desarrollo preimplantativo del embrién. Machos adultos y
hembras prepuberes de raton F1 de (C57 x CBA), ingirieron etanol al 10, 5 y 2.5% en el agua
de bebida por 30 dias. A los 27 dias del tratamiento se indujo la ovulaciéon. Se estudio la
calidad de las gametas, la tasa de fecundacién y el grado de desarrollo preimplantativo
alcanzado por embriones in vitro e in vivo (hasta dia 4), y adicionalmente la incidencia del
consumo de etanol en la maduracién sexual de las hembras.

La administracion cronica de etanol al 10 y 5% produjo retraso en la maduracion folicular.
Como consecuencia, los ovocitos ovulados presentaron altos indices de activacién espontanea,
partenogenética, y la capacidad de sintesis de PGE por el complejo cimulo-ovocitario fue
reducida con el consumo del 10 y aumentada con el consumo del 5% de etanol.

La tasa de fecundacion in vitro e in vivo fue reducida cuando las hembras fueron tratadas con
ambas dosis de etanol. Los ovocitos intactos de las hembras tratadas no fueron penetrados por
los espermatozoides, y los ovocitos haploides oviductales permanecieron sin ser fecundados. El
etanol afectd tanto la maduracidon del ovocito, la regulacién y control de su calidad por las
células del camulo, y también posiblemente la membrana plasmatica ovocitaria y otros
componentes celulares, lo que resultd en la pérdida de fecundabilidad.

El consumo crénico de etanol al 10 y 5%, en la fase preconcepcional de las hembras, produjo,
tanto en el desarrollo in vitro como in vivo, tasa embrionaria diaria reducida, debido al
crecimiento retrasado, al arresto embrionario en estadios de morulas y en blastocistos
tempranos, en los dias 2, 3 y 4 (in vivo) y 5 de desarrollo in vitro, con ambas dosis de etanol.
Asimismo, fue evidente la alta tasa de fragmentacidén embrionaria temprana, desde dia 2 con
etanol al 10%, y menor y mas tardia en las hembras tratadas con etanol al 5%. El consumo de
etanol al 10% produjo aumento de embriones anormales. El impacto del alcohol en el
desarrollo embrionario fue menor con la dosis del 5%, debido a retraso y pérdida embrionaria
de reducida intensidad.

Se puede concluir que la dosis minima perjudicial para la gameta femenina y el desarrollo
ulterior del embrién preimplantativo, administrada cronicamente a hembras prepuberes, fue el
etanol al 5%. Los efectos del consumo crénico de etanol al 5% podrian deberse en parte a las

acciones "subcronicas" del etanol en los dias periovulatorios.



SUMMARY

It was described that the chronic or acute consumption of high doses of ethanol during
gestation produces the fetal alcohol syndrome (FAS). The main objetive of this study was to
progress in the aknowledgement about the deleterious effects of preconceptional consumption
of ethanol and the consequences on the preimplantation embryo development. Adult male and
prepubertal female mice (C57 x CBA) F1), were treated with 10, S and 2.5 % w/v of ethanol in
drinking water for 30 days. On day 27 of the treatment, females were induce to superovulate.
The quality of the gametes, the fertilization rates, the stages of preimplantation development
reached by the embryos in vitro and in vivo (upto day 4) were studied, and the incidence of the
ethanol ingestion on the sexual maturation in the female was determined.

The chronic administration of 10 and 5% of ethanol produced delayed follicular maturation.
In consequence, the ovulated oocytes showed increased levels of spontaneous parthenogenetic
activation, and the capacity of PGE synthesis by cumulus-oocyte complex (COC) was reduced
by the 10% ethanol intake and increased by the 5% ethanol.

The in vitro and in vivo fertilization rate was only reduced when the females were treated with
both doses of ethanol. The intact oocytes from the treated females were not penetrated by
spermatozoa, and the increased oviductal haploid oocytes stayed unfertilized. The ethanol
affected the maturation of the oocyte, the regulation and the control of the oocyte quality by the
cumulus cells, also probably the oolema and others celular components, which resulted in
fertility loss.

The chronic consumption of 10 and 5% of ethanol by females in the preconceptional phase
produced, in both in vitro and in vivo development, reduced daily rates of embryos, due to
delayed growth, to embryonary arrest in morulae and early blastocyst stages, in days 2, 3 and 4
(in vivo) and 5 (in vitro) of the development, with both doses of ethanol. Also, it was evident
high early embryo fragmentation rates, from day 2 with ethanol 10%, and lower and later in
females treated with 5% of ethanol. The ingestion of 10% of ethanol produced increase of
abnormal embryos. The ethanol impact in the embryo development was lower with the 5%,
due to the reduced intensity of delayed growth and embryo loss.

It was concluded that the lower deletereous dose of ethanol, administered chronically to
prepubertal females, that affects the gamete an the ulterior development of preimplantation
embryos, was the 5% of ethanol. The effects of the chronic alcohol consumption could due to,
in part, the "subchronic" actions of the ethanol on the periovulatory days.
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I. GAMETAS, FECUNDACION Y EMBRIOGENESIS TEMPRANA EN
MAMIFEROS.

1. GAMETA FEMENINA.

1.1. Foliculogénesis v desarrollo ovocitario.

La ovogenesis es la formacion, desarrollo y maduracion de la gameta femenina. En los
mamiferos, comienza en el desarrollo fetal y termina en el adulto sexualmente maduro. Este
proceso incluye : a) origen extraembrionario y extragonadal de las células germinales: b)
migracion de las células germinales a las gonadas presuntivas; c) diferenciacién de las células
germinales en oogonia o espermatozoides; d) activa mitosis en el ovario, en la fase tardia
embrionaria v fetal; e) cesacion de la mitosis de la oogonia e inicio de la primera meiosis
(ovocitos primarios; f) cesacion prolongada de la meiosis (arresto en diacinesis de la profase I);
g) crecimiento ovocitario; h) reinicio de la meiosis (maduracién meidtica: primera reduccion
meidtica) y ovulacion; i) terminacion meiotica (segunda division meidtica) en respuesta a la
fertilizacion.

El foliculo ovdrico, unidad funcional del ovario, provee el sistema de soporte necesario para
que el oocito alcance su maximo potencial y que adquiera la capacidad de unirse al
espermatozoide. Las células foliculares controlaran la maduracién nuclear y citoplasmatica de
los ovocitos de los foliculos seleccionados para la ovulacion, contribuyendo a la atresia y
destruccion de los ovocitos no seleccionados. Luego de la ovulacién las celulares foliculares
sufriran profundos cambios en su sensibilidad hormonal y en su capacidad para producir
esteroides, diferenciandose en cuerpo luteo.

Las diferentes etapas del desarrollo folicular se muestran en la figura I.1.

1.1.a2) Fase de crecimiento, independiente de gonadotrofinas.

Durante la vida reproductiva, el ovario contiene pools de ovocitos arrestados en profase I.
Solamente los ovocitos totalmente crecidos resumiran la meiosis y seran ovulados durante el
estro del ciclo. En la rata, un cohorte de foliculos crece durante 4-5 dias del ciclo estral
(Hirshfield, 1991). En el humano, los foliculos crecen durante 1a fase folicular temprana. En el
ganado, oveja y yegua, el desarrollo folicular ocurre durante todo el ciclo estral (Fortune,
1994). No se conoce cual es el estimulo que inicia el crecimiento folicular, aunque este puede
ocurrir con concentraciones basales de gonadotrofinas (Halpin, y col., 1986), hormonas
metabolicas y factores de crecimiento intraovaricos (Peters y col., 1973). El crecimiento
folicular es ininterrumpido, inclusive en la hembra prepuber y durante la prefiez (Peters y col.,
1975).
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a.l) Foliculo primordial.

Una vez que las oogonias del cortex interno ovarico, son rodeadas por una capa de células
planas epiteliales, las células de la granulosa, y membrana basal, se forman los foliculos
primordiales (Wallace y col., 1989, Koering y col., 1991). Contiene ovocitos arrestados en
diplotene/diacinesis de la profase 1. Estos presentan un nucleo grande vesicular o vesicula
germinal. Estos foliculos crecen durante la vida fetal en algunas especies (primates, rumiantes).
pero en otras se desarrolla durante el periodo neonatal temprano (roedores, conejos)
(Hirshfield, 1991, Marion y Gier, 1971).

Los foliculos persisten durante la vida funcional del ovario, ya que constituyen un reservorio
de foliculos en estado de reposo. Pueden iniciar el crecimiento en respuesta de distintos
factores.

a.2) Foliculos preantrales (primario y secundario).

El foliculo primario presenta una capa de células planas de mayor grosor y cubicas. Contiene

un ovocito primario, caracterizado principalmente por hipertrofia del aparato de Golgi (Gulyas,
1980). Se forma la zona pelucida, cubierta glicoproteica, bajo la influencia dual del ovocito y
las células de la granulosa del cumulo (corona radiata) (Anderson, y Albertini, 1976). El
ovocito y la capa de células de la granulosa estan acoplados metabolicamente (Gilula y col.,
1978). Las células tecales se distinguen morfologicamente y se diferencian del estroma
gonadal, y delimitan los bordes del foliculo. La membrana basal separa las células tecales de la
granulosa.
En el foliculo secundario, la granulosa prolifera para formar un epitelio estratificado, y una
capa multilaminar rodea al ovocito primario. Este inicia su crecimiento arrestado en diacinesis.
Los ovocitos promueven la proliferacién de las células de la granulosa (Vanderhyden y col.,
1992).

Altos nivels de AMPc, GMPc y purinas, acumuladas como consecuencia del metabolismo
folicular, mantienen el arresto (Eppig. y Downs, 1984; Schultz, 1986; Hubbard y Terranova,
1982; Downs, 1990), controlando la maduraciéon meidtica de los ovocitos.

Las células de la granulosa preantral tienen la capacidad de sintetizar progestagenos,
andrdgenos y estrogenos en cantidades limitadas. La enzima aromatasa cataliza la conversion
de andrégenos (producidos en la teca) a estrogenos (en la granulosa) (aromatizacién) y parece
ser el factor limitante de la produccidn ovarica de estrogenos. Esta enzima es activada por la
FSH (Moon y col., 1975), de modo que la produccion de estrégenos esta limitada por el
nimero de receptores para la hormona. Las células de la granulosa presentan receptores de
FSH. Entonces el foliculo preantral puede aromatizar pequefias cantidades de andrégenos y
generar su propio ambiente estrogenico (McNatty y col., 1979). Ademas, la FSH se combina

con los estrdgenos para ejercer un efecto mitético sobre las células de la granulosa y estimular
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FIGURA 1.1
Arquitectura y clasificacion de los estadios del desarrollo folicular.
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su proliferacion (Richards, 1979). Los andrégenos, producidos en las células de la teca,
activarian a la aromatasa (Hillier, y De Zwart, 1981). Los productos de los androgenos, como
dihidrotestosterona y androstenediona, no son aromatizables, y pueden inhibir la actividad de
aromatasa (Hillier y col., 1980).

El destino del foliculo preantral depende de un delicado balance: en bajas concentraciones, los
andrégenos aumentan su propia aromatizacion y contribuyen a la produccion de estrogenos. En
concentraciones mas altas, la capacidad de aromatizacion es sobrepasada, y el foliculo deviene

androgénico y finalmente atrésico.

1.1.b) Fase de maduracion, dependiente de gonadotrofinas.

La FSH, junto con los estrogenos, inducen la maduracién de la granulosa, gatillando la
proliferacion celular. Aparecen receptores para LH y se induce la sintesis de aromatasa. La
FSH también estimula la sintesis de moleculas especificas para la maduracion de la granulosa
(proteoglicanos (Mueller, y col., 1978), inhibina (Davis y col., 1988), IGF-I (Hammond y col.,
1988), interleukina-1, TNF).

b.1) Foliculo antral o terciario.

Las células de la teca se dividen en dos capas: la teca interna (interior, glandular y muy
vascularizada) y la teca externa (compuesta de tejido conectivo y fibras de musculo liso).
Numerosos vasos sanguineos y linfaticos penetran la teca externa y se comunican con un fino
plexo de vasos en la teca interna. Bajo la influencia sinérgica de los estrogenos y la FSH, se
produce un aumento de la produccidon de fluido folicular, que comienza a acumularse en los
espacios intercelulares de las células de la granulosa hasta que se forma una cavidad (el antro),
que provee el medio en el cual el ovocito y la granulosa que lo rodea pueden nutrirse. El
contenido del fluido parece derivar en parte del plasma y también de productos secretorios de
las células de la granulosa (Edwards, 1974). Su concentracion proteica es levemente menor que
la de la sangre. La presencia de estrogenos y FSH en el fluido antral es esencial para el
crecimiento folicular (McNatty y col., 1979). Los foliculos antrales con mayores tasas de
proliferacion de la granulosa contienen las mayores concentraciones de estrégenos, y tendran la
mayor probabilidad de mantener un ovocito viable. Por el contrario, un entormo androgénico
promueve cambios degenerativos en el ovocito.

El antro permite el acceso de FSH y LH hasta sus receptores celulares. Al momento de la
formacion del antro, el ovocito interrumpe el crecimiento y adquiere la competencia para
reasumir la meiosis (condensacién inicial de la cromatina alrededor del nicleo (Wassarman,
1976; Mattson, y Albertini, 1990; Wickramasinghe, y col,, 1991). Sin embargo, las

interacciones entre las células foliculares y el ovocito, mantienen el arresto meiético hasta el
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momento de la ovulaciéon. La competencia para la reasunciéon de la meiosis es adquirida
independientemente de la comunicacion entre la granulosa y el ovocito en crecimiento (Eppig y
col., 1993).

b.1.1) Teoria de las "2 células, 2 gonadotrofinas”

La sintesis de esteroides parece estar compartimentalizada dentro del foliculo. En la teca no se
han detectado receptores para FSH. La granulosa produce preferencialmente estréogenos.
mientras que la sintesis de androgenos predomina en las células tecales (Hillier y col., 1980;
McNatty y col.,, 1980; Tsang y col., 1980). Surgié el concepto de "dos células, dos
gonadotrofinas" en la esteroidogenesis ovarica (figura 1.2). En respuesta a la LH, las células
tecales son estimuladas para producir andrégenos, que pueden ser luego convertidos a
estrogenos, a través de la aromatizacion inducida por FSH en las células de la granulosa (Moon
y col., 1978; Richards y col., 1987).

La rdpida acumulacion de receptores de FSH por medio de la proliferacion de la granulosa
estimula la aromatizacién de andrégenos derivados del compartimiento tecal en desarrollo.
Luego, la actividad combinada de ambos compartimientos resulta en una produccion mas
eficiente de estradiol, necesaria para generar el pico preovulatorio de estrégenos.

b.1.2) Reclutamiento folicular y seleccion del foliculo dominante.

En la rata, el reclutamiento folicular de un grupo ovulatorio ocurre alrededor del momento de
la formacidn del antro folicular. El nimero de foliculos reclutados es mayor que el numero
ovulatorio, ya que un nimero especie especifico de foliculos ovulatorio continuan creciendo
varios dias para alcanzar el tamario ovulatorio.

Los estrogenos y la FSH intervienen en la seleccion de los foliculos destinados a ovular
(Smith y col., 1975; Abraham, y col., 1972). La retroalimentacion negativa que producen los
estrogenos sobre la liberacion de FSH a nivel hipotalamo-hipofisario puede servir para privar a
los otros foliculos menos desarrollados de FSH adecuada (Zeleznik, 1981), descenso que
podria disminuir la actividad aromatasa dependiente de FSH, limitando asi la produccion de
estrégenos en los foliculos menos maduros. Esto interrumpiria la proliferacion de las células de
la granulosa y promoveria la conversion hacia un microambiente androgénico, lo cual es
inductor de la atresia irreversible. Este proceso seria el responsable de la seleccion de los
foliculos dominantes, que llegaran a la ovulacidn en cada ciclo.

La mayor tasa de proliferacion de las células de la granulosa en los foliculos dominantes
determina el mayor contenido de receptores de FSH. Como resultado, el estimulo para la
aromatizaciébn es mantenido en estos foliculos, pero no en los menos desarrollados.
Rapidamente, en los foliculos seleccionados, la produccion de estrogenos excede la

contribucion de los demas foliculos en conjunto. Ademas, el incremento de la masa de
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FIGURA L

2

Teoria de "dos células, dos gonadotrofinas'' para la esteroidogénesis
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(1) La LH estimula la produccion tecal de andrégenos. (2) Androstenodiona y testosterona son

convertidos a estrona y estradiol por aromatizacién inducida por FSH en las células de la

granulosa. (3) La FSH induce un aumento en el desarrollo de sus propios receptores. Juntos,

FSH y estradiol estimulan la proliferacion de la granulosa, lo que resulta en un incremento de

los receptores de FSH y de la produccion de estrogenos. (4) Potenciada por el estradiol, la FSH

induce receptores de LH en las células de la granulosa. (5) Actuando por su propio receptor, la

LH inicia la luteinizacidn, resultando en la produccién de progesterona.




granulosa es acompaiiado por un aumento del desarrollo de la vasculatura de la teca, ofreciendo
un acceso preferencial de la FSH a estos foliculos que también poseen el mayor numero de
receptores de la hormona. Estos eventos permiten que los foliculos dominantes retengan la
sensibilidad unica a la FSH y tengan un desarrollo preovulatorio continuado a pesar de los
niveles menguantes de la gonadotrofina (Zeleznik y Kubik, 1986).

Se ha visto que la FSH induce el desarrollo de los receptores de LH y de prolactina (Zeleznik
y col., 1974; Wang y col., 1979) en las células de la granulosa de los foliculos antrales grandes.
Ademas, la produccién aumentada de estrégenos, expresion de la dominancia, actua
centralmente para estimular el pico de LH y localmente para promover la induccién de los
receptores requeridos para la respuesta (Richards y Midgley, 1976). La destruccion de algin
foliculo dominante en la ola de crecimiento, es seguida por la aparicion de otro foliculo

dominante inicial.

b.1.3) Mecanismos de retroalimentacion.

La sucesion de eventos en el ovario esta coordinada con centros hipotalamo-hipofisarios por
medio de mecanismos de retroalimentacion. La liberacion hipofisaria de FSH es muy sensible a
la influencia negativa de los estrégenos, aun en bajas concentraciones, respondiendo en forma
inmediata (Knobil, 1974). A niveles mas elevados de estrogenos, la supresion de la FSH es
profunda y sostenida. Los estrogenos ejercen retroalimentacion negativa sobre la LH a niveles
bajos y moderados, pero a niveles mas altos (valor umbral en humano y roedores de 200
pg/ml), son capaces de generar retroalimentacion positiva sobre la liberacion de LH (Young y
Jaffe, 1976).

La inhibina, la activina y la folistatina también ejercen mecanismos de retroalimentacién. La
inhibina (glicoproteina producida por la granulosa y las células luteales de rata y humanas)
inhibe selectivamente la liberacion de FSH (Rivier y col., 1986).

b.2) Foliculos preovulatorio o de De Graaf.

Las células de la granulosa adyacentes a la membrana basal se alargan y contienen alta
densidad de receptores para LH con activa sintesis esteroidogénica (Zoller y Weisz, 1979). Las
células internas que rodean al antro folicular y las del cimulo, tienen pocos receptores para LH
(Hillensjo y col.,, 1981). Los factores solubles producidos por el ovocito promueven la
mucificacion del cimulo, permitiendo que estas células secreten acido hialurdnico en respuesta
a la FSH (Salustri y col., 1990).

Como consecuencia del pico de LH, incrementa la vascularizacién del foliculo. Las células de

la granulosa muestran los primeros signos de luteinizacion con el inicio de la produccién de
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progesterona, siendo la LH promotora de este proceso. Los ovocitos maduran meiéticamente y
completan la primera division meiética, alcanzando la metafase II. El cimulo que rodea al
ovocito se expande por liberacion de material viscoso extracelular.

El foliculo preovulatorio produce cantidades crecientes de estrogenos a medida que va
madurando. Los niveles de estradiol se elevan rapidamente, alcanzidndose un pico antes o
inmediatamente después del pico de LH (Fujii y col., 1983). Las concentraciones sostenidas de
estradiol por sobre el umbral estimulan el pico de LH. En ausencia de FSH o de estrogenos
suficientes, la respuesta de los foliculos a la LH se evidencia como atresia mas que
luteinizacion (Richards y col., 1976). Las altas concentraciones de LH que se alcanzan en el
momento del pico preovulatorio causan una desensibilizacion transciente de sus receptores, por
lo que las células efectoras se hacen refractarias a la estimulacion de la LH. Sin embargo, luego
de la ovulacidn, las células recuperan su capacidad de responder a la gonadotrofina (Richards v
Williams, 1976).

En la rata, se observa un gran pico preovulatorio de progesterona y 20 hidroxi-progesterona
cercano al momento del pico de LH, provenientes posiblemente de las células de la granulosa
(March y col. 1979). La progesterona tambien facilita la respuesta a la retroalimentacion
positiva de los estrogenos, induciendo un pico combinado de FSH y LH. Esta accién podria
ayudar a coordinar el estimulo ovulatorio con la maduracién del foliculo preovulatorio
(Terasawa y col., 1980).

b.2.1. Desarresto de la meiosis I y reasuncion meidtica.

En respuesta al pico de LH ocurre la maduracion nuclear y el ovocito es arrestado en metafase
II. Los oocitos removidos de los foliculos antrales y cultivados in vitro, maduran
espontaneamente, sin estimulo hormonal (Downs, 1993; Racowski y Baldwin, 1989).

La reasuncion de la meiosis es un evento de activacion intracelular especifico, que ocurre bajo
la influencia de sefiales extracelulares sobre la membrana celular. Se ha propuesto una hipétesis
para el mecanismo involucrado en la reasuncion de la meiosis. Un flujo de factores regulatorios
(Downs y col., 1988) desde las células foliculares al oocito mantiene el arresto meidtico. Luego
del pico de LH, se produce el desacople entre las células y la pérdida de la comunicacién,
interrupiéndose la llegada de sustancias inhibitorias al ovocito (Dekel, 1988; Coskun y Lin,
1992).

. Aspectos estructurales del desarresto meidtico.

El desarresto de la meiosis incluye la ruptura de la vesicula germinal (GVBD), la formacién
de la placa metafasica y condensacion cromosomica, el movimiento de la placa hacia la corteza
del ovocito, la separacion de los cromosomas homologos, la liberacidn del primer cuerpo polar
y el arresto en metafase I del ovocito dentro del foliculo preovulatorio. Los cromosomas

permanecen condensados y ensamblados en el ecuador de la placa metafasica. Con estos
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eventos, decrece el nimero de uniones estrechas entre la granulosa (Rotmensch y col., 1986).

. Aspectos regulatorios.

Varios factores regulan el arresto meiético, que esta controlado por la accion sinérgica de los
componentes del fluido folicular. Al momento de la ovulacién, el ovocito escapa de este
control inhibitorio y reasume la maduracion en forma espontanea (Sato y Koide, 1987).

La LH causa la reasuncion de la meiosis independientemente de sus efectos esteroidogenicos.

El factor de inhibicion de la maduracién del ovocito (OMI) (péptido proteico no esteroideo
(Tsafriri, 1988) es secretado por las células de la granulosa de los foliculos antrales pequeiios
(Tsafriri, 1978; Motlik y col., 1991). Se ha visto que el fluido folicular de los foliculos
pequeiios contienen cantidades mas altas de OMI que el fluido de los foliculos preovulatorios
(Schultz, 1991).

El factor promotor de la maduracion (MPF) regula la condensacion cromosémica luego de la
ruptura de la vesicula germinal, alcanzando alta concentracién durante la metafase I y II
(Schultz, 1991). La aparicion del MPF activo precede a la ruptura de la vesicula.

La caida en el AMPc, y la actividad kinasa dependiente del AMPc permite la activacién. Una
alta concentracion de AMPc inhibe la reasuncion de la meiosis (Schultz, y col., 1983).

El aumento del calcio intracelular es necesario para la reasuncion meidtica (Powers y Paleos,
1982; Downs, S.M., 1993). La estimulacion de la maduracion foliculo-ovocitaria por la LH es
dependiente de las concentraciones de calcio externo (Downs, 1993), y la liberacion de calcio
de los depositos intracelulares induce el desarresto meidtico. El calcio liberado por las células
foliculares en respuesta a la estimulacién gonadotréfica, forma un gradiente de concentracion e
induce la ruptura de la vesicula en el ovocito (Downs, 1993). El Ca™ por si solo puede disparar
la maduracién. Solamente los ovocitos que no presenten un umbral normal de respuesta de
Ca™ no maduraran (Moreau y Guerrier, 1979).

Los esteroides contribuyen al arresto de los ovocitos (Downs y col., 1985). Un aumento en la
LH se correlaciona con el aumento en la progesterona y con la disminucion de la uniones

estrechas, a medida que el ovocito reasume la meiosis (Racowsky y col., 1989).

1.2. Ovulacién.

Luego del pico de LH, la concentraciéon de progesterona en el foliculo preovulatorio continia
aumentando, hasta la ovulacion (Peters y McNatty, 1980). Este esteroide, a través de
retroalimentacion negativa, seria el responsable de la finalizacion del pico de LH (Helmond y
col., 1980). El foliculo preovulatorio libera el ovocito arrestado en metafase II, hasta que es
fecundado o activado por otros estimulos.

La ruptura folicular se ha atribuido al incremento de la presion del fluido folicular en la mitad

del ciclo, a la contraccion de células musculares lisas foliculares, la mucificacion, expansion y
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dislocamiento del ciimulo del estrato granuloso y al clivaje proteolitico de la pared folicular
(LeMaire, 1989). Se ha comparado a la ovulacién con un proceso inflamatorio agudo (Epifano
y Dean, 1994), en el cual ocurre hiperemia, vasodilatacion e infiltracion de leucocitos y
macréfagos, participando también otros mediadores: prostaglandinas, factores angiogénicos,

histamina, bradiquinina, activadores de plasminogeno y plasmina (Epifano y Dean, 1994).

1.3. Atresia.

Fenomeno por el cual los foliculos pierden la integridad y el contenido ovocitario. Este
proceso depende de la edad, el estado fisiologico individual, el estadio de desarrollo folicular y
los factores genéticos y ambientales. Una vez que un foliculo entra en el pool de crecimiento
puede ser ovulados o va a la atrestia.

La gran pérdida ovocitaria ocurre durante la vida fetal y la pubertad. La apoptosis y la muerte
celular programada es el mecanismo propuesto para la atresia folicular (Crisp, 1992). En la rata
y raton, hay entre 15 y 20 foliculos antrales grandes 12-16 horas antes de la ovulacién. El 50 %
ovulara y los restantes van a atresia.

La atresia ovocitaria esta caracterizada por la "pseudomaduracion”: ruptura de la vesicula
germinal, el alineamiento de los cromosomas en metafase y posible extrusién de un cuerpo
polar (Savard y col., 1965), aumento de granulos, agregacién de organelas (Short, 1962;
Younghai y Short, 1970), alteraciones en la zona pelicida (Fowler y col., 1978) y la regresion
del ooplasma.

Los ovocitos atrésicos tienes pocas células del cimulo (Crisp, 1992), y hay una reduccion de
las uniones estrechas (Mori y Marsh, 1982; Crisp, 1992). El ovocito eventualmente se
desintegra y el remanente es fagocitado, mientras que la zona pelucida puede persistir como
una banda refractil.

La cesacion de la mitosis de la granulosa es caracteristica de la atresia de los foliculos
preovulatorios. También, el nimero de receptores para FSH y los niveles de aromatasa
decrecen, y asi incrementa la produccion de andrégenos. Las células de la granulosa son
invadidas por neutrofilos y macréfagos, y el antro folicular se llena de tejido conectivo (Crisp,
1992). Las células de la granulosa atrésicas presentan alteraciones histo y bioquimicas que
definen su morfologia (Wiest y col., 1963). La hipertrofia de la teca es caracteristica de
foliculos atrésicos (Terakawa y col., 1978).

El ultimo paso en la atresia es el completo colapsamiento folicular (Greep y col., 1942).

25



1.4. Aspectos morfologicos del ovocito ovulatorio.

1.4.1. Clasificacion tipolégica de los ovocitos.

Los disturbios en el progreso del ciclo celular, por la edad postovulatoria del ovocito y la edad
de la hembra pueden reducir la fertilidad (Eichenlaub-Ritter, 1994). Asi, fallos en la
fecundacién pueden deberse a alteraciones en la calidad del ovocito.

Se ha visto que los foliculos incapaces de desarrollar contienen bajas concentraciones de
estradiol en el antro y células de la granulosa incapaces de responder a la FSH, conteniendo
ovocitos degenerados o atrésicos (McNatty y col., 1979).

El ovocito con anomalias morfolégicas citoplasmaticas puede finalizar en la fragmentacién y
posterior necrosis, como parte del proceso apoptotico (Alison y Sarraf, 1992). Ovocitos
anormales pueden ser liberados por induccién exdgena de la ovulacion, cuando los foliculos
atrésicos son inducidos a ovular (Takase y col., 1995). Las deformaciones de la superficie de
los ovocitos reflejarian cambios en la tensién de la membrana plasmatica, y pueden ocurrir en
ovocitos nucleados o anucleados. También, la fragmentacion del ADN puede ocurrir en
ovocitos activados partenogeneticamente, lo cual sugiere que la apoptosis puede estar
relacionada con la partenogénesis (Takase y col., 1995).

La inabilidad de un espermatozoide competente para penetrar un ovocito puede estar asociada
a anomalias citologicas (Bedford y Kim, 1993): inmadurez (estadio de vesicula germinal,
metafase 1), cuerpos refractiles citoplasmaticos, uno o mas nucleos, ooplasma degenerativo,
cromosomas individuales dispersos en el citoplasma, ausencia de cromosomas, zona pelucida
elongada, diferentes grados de activacion partenogénetica. El caracter resistente o impenetrable
de la zona pelucida puede reflejar una variedad de anomalias ovoplasmaticas. Defectos en el
sistema de actina en el ovocito (importante para los procesos de rotacion del huso y la extrusién
del cuerpo polar) esta relacionado con extrusion anormal del segundo cuerpo polar, lo cual
conduce a triploidia, mientras que defectos en el sistema de microtibulos esta asociado a
pérdida o ganancia de cromosomas, llevando a aneuploidias (Webb y col., 1986; Pickering y
col., 1988).

El arresto de la cigota en desarrollo ha sido asociado con husos multipolares o degradacion
del huso, ausencia de formacion de cuerpo polar, prematura condensacion de la cromatina
(PCC), imbalance cromosémico (Eichenlaub-Ritter y col., 1995). La presencia de cromosomas
desordenados o dispersos, degeneramiento del huso, sobremaduracion ovocitaria (Eichenlaub-
Ritter y col., 1995), con diversos grados de activacion (Winston y col. 1991) es tipica del
envejecimiento in vivo de ovocitos en metafase II. Este proceso puede ser intrafolicular, cuando
el ovocito maduro es retenido por mas tiempo, o intratubdrico, cuando el ovocito es ovulado a

tiempo pero la fecundacion esta retrasada.
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Una apropiada interaccion entre los cromosomas y microtubulos durante el ensamblado del
huso es necesaria para la division meidtica. Luego, el movimiento del aparato del huso
meidtico hacia la periferia celular es un prerrequisito para la divisién y extrusién del primer
cuerpo polar (Soewarto y col., 1995). Si la migracion del huso se inhibe (por inhibicion de la
polimerizacién de actina), se puede originar una metafase II diploide, sin la formacién de
cuerpo polar, u ovocitos con dos pronucleos. Luego de la fertilizacién, estos ovocitos pueden
formar triplodes o embriones diginicos, dependiendo de si extruyé el segundo cuerpo polar
(Soewarto y col., 1995).

Entonces, las estructuras anormales del huso pueden ser: huso reducido, fibras del huso
aberrantes, disrupcion del huso y cromosomas dispersos de la placa metafasica (Pickering v
col. 1988). Se ha visto que el porcentaje de embriones partenogenéticos con un solo pronticleo
correspondia al porcentaje de ovocitos con disrupcion del huso durante el periodo de 12-32 hs
post-hCG (Webb y col., 1986). Los embriones con 2 pronucleos parecen derivar de ovocitos en
los que el huso ha permanecido periférico (Webb y col., 1986; Pickering y col., 1988). La
sincronia entre la maduracién citoplasmatica y nuclear ovocitaria puede estar influenciada por

las condiciones en las que madura (Santalo y col., 1992).

1.4.2. Activacion partenogenética.

Recientemente, se ha descripto activacién partenogenética en ovocitos humanos (Winston v
col., 1991). Se ha visto que la activacion puede ocurrir en foliculos deficientes de células de la
granulosa, y probablemente resulte de la inabilidad de esos foliculos para mantener un nivel
suficiente del inhibidor de la meiosis (Eppig, 1978). La reasuncién de la meiosis también
ocurre dentro de los foliculos atrésicos, de manera independiente de gonadotrofinas (Byskov,
1978, Eppig, 1982).

Diversos agentes fisicos y quimicos pueden inducir la activacién partenogenética del ovocito
(Scott y Smith, 1995).

a. Aspectos morfologicos.

a.1. Exocitosis de grdanulos corticales.

Se ha visto que los ovocitos activados como los no activados envejecidos, pueden perder los
granulos corticales (GC) (Yanagimachi y Chang, 1961; Tombes y col., 1992), aunque esta
pérdida es parcial. Posiblemente la liberacion de los GC no es un prerequisito esencial para el
avance del desarrollo partenogenético. Pero, la reacciéon de zona puede no funcionar
normalmente despues de la activacion partenogenética (Flechon y col., 1975).

a.2. Estructura de la zona pelicida.

Luego de la activacion del ovocito, ocurre la disolucién de la capa mas externa de la zona
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pelicida (Baranska y col., 1973). Decrece la susceptibilidad de la zona a la protedlisis
("hardening"). También, en los ovocitos activados, se ha detectado actividad ovoperoxidasa en
el espacio perivitelino y en asociacion con los granulos corticales liberados (Gulyas y Schmell,
1980).

a.3. Cuerpo polar y nicleos.

El nimero y tamafo de los pronucleos presentes depende del nimero de cromosomas
involucrados y de si estos permanecieron en grupos (Austin, 1969).

La diferente formacion nuclear puede producir: a) ovocitos con uno o dos pronucleos y
segundo cuerpo polar aparentemente normal (con material nuclear), b) ovocito con pronucleos
y fragmento citoplasmatico similar a segundo cuerpo polar, ¢) ovocito sin cuerpo polar (por
resorcion) y un pronucleo, d) ovocito de clivaje inmediato con dos fragmentos citoplasmaticos
parecidos a cuerpos polares, e) ovocito de clivaje inmediato con aparente cuerpo polar y
numerosos fragmentos pequefios en el espacio perivitelino (Tarkowski, 1975).

a.4. Aparato meiotico y elementos del citoesqueleto.

Luego de la activacién espontanea, se observd migracion periférica del huso meiotico
(Kaufman, 1983). Se encontré un incremento en la asociacién entre el huso meiético y
estructuras con actividad de fosfatasa acida (Longo, 1980), lo cual se relacioné con el deterioro
del ovocito y eventos disruptivos y de fragmentacién. Varios investigadores han observado que
los ovocitos activados partenogeneticamente presentan ocasionalmente (6-8 horas
postactivacion) fragmentos citoplasmaticos en el espacio perivitelino (Witkowska, 1973). Se ha
sugerido que la presencia de estos fragmentos podria reflejar una reaccién cortical anormal y
un incremento en el grado de inestabilidad del ooplasma, o estar relacionados con alteraciones
en el citoesqueleto, asociado con la membrana celular. Los fragmentos citoplasmaticos
anucleares y nucleares, fueron encontrados en ovocitos con 2 pronticleos y en embriones de

clivaje inmediato.

b. Aspectos bioquimicos.
La activacion partenogenética se caracteriza por presentar incremento de liberacion

espontanea de depodsitos maduros (Whittingham y Siracusa, 1978). Un simple desplazamiento
de Ca™ asociado a los fosfolipidos de membrana es suficiente para iniciar la maduracién del
ovocito (Nicolson, 1976; Whittingham y col.,, 1978). Se sabe que la liberacion de Ca™
intracelular es el estimulo universal de la activacion ovocitaria, por fecundacion o
partenogénesis (Tombes y col., 1992). La reasuncién de la meiosis II (Tombes y col., 1992), es
un evento independiente del Ca™ externo (a diferencia de la meiosis I), y dependiente de la
liberacion de los depdsitos intracelulares y subsecuente elevacion transiente (Shiina y col.,

1993). Luego, se dispara la activacion de la via de inositol fosfatos (IP3) (Kline y Kline, 1992).
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También, la liberacion de Ca™ intracelular involucra la liberacion de los granulos corticales
(Steinhardt y Alderton, 1982; Swann y Ozil, 1994).

En la estimulacion partenogenética ocurre un incremento simple monotdénico de Ca™,
diferente de la serie de oscilaciones de Ca™ vistas en la fertilizacién. Entonces, un incremento
simple pero de larga duracion es suficiente para disparar el desarrollo partenogenético (Swann
y Ozil, 1994). Sin embargo, se observo que el primer Ca™ transiente no es suficiente para
causar el desarresto meiodtico y que la reaccion cortical requiere varios picos de Ca™
transientes. Ademas, es probable que la exocitosis de GC este estimulada por la produccion de
DAG y la subsecuente estimulacion de la PKC (Swann y Ozil, 1994). El calcio causa
produccion de DAG, el cual luego estimula la proteina kinasa C, que responderia a especificas
series de espigas de calcio. Los niveles de estimulacién en la activacion del ovocito deben estar
modulados ya que sobreestimulacion prolongada de la PKC causa la reabsorcion del segundo
cuerpo polar (Swann y Ozil, 1994). Se vio que la estimulacién de la actividad PKC en los
ovocitos en metafase I induce la exocitosis de granulos corticales, la formacion de pronucleos
y cambios en la fosforilacion proteica similar a los observados durante la activacion natural de
los ovocitos (Gallicano y col., 1993).

También, se observaron en los ovocitos activados alteraciones en el potencial eléctrico de
membrana, probablemente asociados con cambios en el influjo y eflujo de cationes bivalentes.

La sintesis proteica es necesaria para mantener el arresto meiético (Kubiak, 1989), cuando se
pierde incrementa la susceptibilidad a la activacion (Swann y Ozil, 1994). La reasuncion
meidtica esta causada por la desaparicion del factor promotor de la maduracién (MPF) y del
factor citostatico (CSF) (Swann y Ozil, 1994). El hecho que la actividad del MPF puede
retornar a los niveles de preactivacion después de un aumento transiente de Ca™ puede explicar
por que algunas veces ocurre la extrusion de segundo cuerpo polar pero falla la formacion de

pronicleo (Swann y Ozil, 1994).

2. GAMETA MASCULINA.

2.1. Estructura espermatica.

2.1.1. Morfologia espermadtica.

La formacion del espermatozoide (espermatogénesis) ocurre en los tibulos seminiferos del
testiculo, e involucra una serie de divisiones meidticas de las espermatogonias, dos divisiones
meidticas de los espermatocitos, un remodelamiento morfoloégico de la espermatide y la
liberacion de la célula libre en el lumen del tibulo seminifero mediante el proceso conocido
como espermiacion.

El espermatozoide de mamiferos consiste principalmente de cabeza y flagelo. La cabeza esta
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compuesta por un acrosoma, el nucleo, citoplasma y cantidades remanentes de estructuras del
citoesqueleto. El acrosoma es un granulo secretorio de gran tamafio que rodea y recubre la
porcidn anterior del nicleo, que es haploide y cuya cromatina se encuentra muy condensada. El
flagelo contiene un axonema central, mitocondrias y fibras densas, las cuales forman el
citoesqueleto. La cabeza, al igual que el flagelo, esta rodeada por la membrana plasmatica v
contiene muy poco citoplasma (Eddy, 1988).

Las estructuras especializadas del espermatozoide son marcadores de su funcionalidad: el
acrosoma contiene enzimas hidroliticas esenciales para la fecundacion y el flagelo posee la
fuente de energia y la maquinaria necesaria para la motilidad y la entrada al ovocito.

La morfologia general del espermatozoide de mamiferos se muestra en la figura I.3.

2.1.2. La membrana plasmadtica.

La membrana plasmatica del espermatozoide esta subdividida en regiones que difieren tanto
en su funcién como en su composicion. La mayoria de las regiones se establece durante la
espermiogénesis, aunque en el cobayo ocurre en el paso por el epididimo.

Las regiones son el reflejo de la adquisiciéon de funciones especificas determinadas por
componentes de superficie y citoplasmaticos del espermatozoide.

En la mayoria de los espermatozoides de mamiferos, las principales regiones de la membrana
plasmatica de la zona de la cabeza son: el acrosoma anterior, el segmento ecuatorial y la regién
postacrosomal.

En el flagelo, las regiones de la membrana estan ubicadas sobre la pieza media y la region
posterior del flagelo. Entre estas regiones se encuentra el annulus, el cual es un anillo fibroso
que rodea a los componentes del axonema y esta firmemente unido a la membrana plasmatica
(Eddy, 1988).

2.1.3. La cabeza.

La cabeza del espermatozoide de mamiferos esta ocupada mayoritariamente por el nicleo y el
acrosoma. El volumen del nicleo del espermatozoide es menor que el de las células somaticas
y su cromatina esta muy condensada.

El acrosoma se origina a partir del complejo de Golgi, en la espermatide y es analogo a un
lisosoma (Allison y Hartree, 1970): posee un pH écido y contiene enzimas hidroliticas como la
hialuronidasa, B-N-acetil-glucosaminidasa, fosfatasa acida, proacrosina, acrosina, fosfolipasa
A, (PLA,), colagenasa, neuraminidasa, calpaina II y fosfolipasa C (PLC), entre otras
(Yanagimachi, 1994). Estas enzimas le permiten atravesar las distintas cubiertas del ovocito
para luego fusionarse con el oolema (membrana plasmatica del ovocito).

El acrosoma esta formado por dos segmentos: el capuchén acrosomal y el segmento

ecuatorial. Se encuentra ubicado en la region anterior de la cabeza, justo por debajo de la
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membrana plasmadtica y esta limitado por el nicleo en su parte posterior. La membrana
acrosomal interna esta firmemente adherida a la porcién anterior de la envoltura nuclear,
mientras que la membrana acrosomal externa se encuentra por debajo de la membrana
plasmatica (figura .3).

Durante la reaccién acrosomal, la membrana acrosomal externa se fusiona y se vesiculiza con
la membrana plasmatica, liberdndose el contenido del acrosoma. En la mayoria de las especies.
la membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial persisten hasta la fusién del

espermatozoide con el ovocito.

2.1.4. El flagelo.

Esta estructura esta compuesta por cuatro segmentos: la pieza conectora (cuello), la pieza
media, la pieza principal y la pieza final. Las principales estructuras que se encuentran el el
flagelo son el axonema, la vaina mitocondrial, las fibras densas externas y la vaina fibrosa.

El axonema se extiende a lo largo de todo el flagelo y esta compuesto por un complejo de
microtubulos del tipo 9+2, altamente ordenado y rodeado por densas fibras que se extienden
desde la cabeza hasta el final posterior del axonema. La porcién anterior del flagelo contiene
mitocondrias envueltas en una hélice compacta (vaina mitocondrial); mientras que la porcién
posterior o pieza principal posee una vaina fibrosa que rodea a las fibras densas. Las fibras
densas y la vaina fibrosa conforman el citoesqueleto del flagelo.

El flagelo provee la energia del movimiento necesaria para la fecundacién. Los diferentes
elementos que constituyen el flagelo generan ondas desde la base de este hasta su punta y

proveen la fuerza para la propulsion (Eddy, 1988).

2.2. Maduracion espermatica.

La capacidad de fecundar al ovocito la adquieren por lento pasaje a través del epididimo,
denominandose a este proceso "maduracion epididimaria". El lugar donde los espermatozoides
completan su maduracion varia segun la especie. En la rata, ocurre en el segmento distal del
corpus (cuerpo) (Dacheux y Paquignon, 1980). En la mayoria de las especies la maduracién se
completa en el segmento distal del epididimo caudal (cola). En aquellas especies donde los
espermatozoides se almacenen en el conducto deferente antes de ser eyaculados, la maduracién
puede continuar en este conducto. En el hamster, tanto los espermatozoides del epididimo
caudal como los provenientes del conducto deferente fecundan el 100% de los ovocitos. Sin
embargo, todos los ovocitos fecundados por espermatozoides del cauda son monospérmicos,
mientras que los fecundados por espermatozoides del conducto deferente son polispérmicos
(Yanagimachi y col., 1985). Esto indicaria que los espermatozoides del conducto deferente son

mas competentes para fecundar que los del cauda.
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Uno de los cambios mas importantes que sufren los espermatozoides en el proceso de

maduracién es la adquisicion de la motilidad. En el epididimo caudal, los espermatozoides
presentan un movimiento activo y progresivo mientras que en el testiculo carecen de motilidad,
lo cual se deberia en parte a la inmadurez de la membrana plasmatica (Ishijima y col., 1985).
La transferencia de ciertas sustancias como la camitina (Acott y col.. 1983) y la
glicerofosfocolina (Infante y Huszagh, 1985) del fluido epididimario al espermatozoide es
importante para la adquisicion de la motilidad.
El epididimo presenta gran actividad secretora y de absorcion. La osmolaridad v la
composicién quimica del fluido secretado por este varia de un segmento a otro (Lechene,
1982). En el epididimo se crea un microambiente adecuado y -caracteristico para el
espermatozoide y a su vez el espermatozoide regula este microambiente estimulando la
actividad secretora del epitelio epididimario (Leung y Wong, 1994). La totalidad de la
membrana plasmatica del espermatozoide directamente expuesta al fluido epididimario, se
altera diferencialmente en las distintas regiones del epididimo (Olson y Orgebin-Crist, 1982) y
resulta en la capacidad de adherirse a la zona pelicida del ovocito (Cuasnicu y col., 1984).

Cuando los espermatozoides salen del testiculo, la membrana plasmatica esta cubierta con
varias macromoleculas (antigenos) que durante el pasaje por el epididimo se pierden o se
alteran. Existen tambien glicoproteinas que se adsorben a la membrana plasmatica del
espermatozoide (Young y col., 1985). Este mecanismo parece estar mediado, en parte, por
enzimas (galactosiltransferasa, sialitransferasa) (Bernal, y col., 1980) presentes en el fluido
epididimario.

Las glicoproteinas no son las tunicas moléculas de membrana que varian durante la
maduracién. Los lipidos de membrana también sufren cambios quimicos y fisicos (Parks y
Hammerstedt, 1985). En el corpus epididimario hay una elevada sintesis de colesterol, lo cual
sugiere que el colesterol se integra a la membrana plasmatica del espermatozoide durante la

maduracion espermatica.



FIGURA 1.3

Estructuras del espermatozoide de mamiferos.
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3. FECUNDACION.

3.1. Capacitacion espermatica.

Los espermatozoides que maduraron en el epididimo se mueven activamente pero necesitan
pasar primero por el tracto genital femenino para poder fecundar, para lo cual el
espermatozoide debe estar "capacitado” (capacitacion.: cambios fisiologicos (funcionales) que
llevan al espermatozoide de mamiferos a ser competente para fecundar al ovocito). Se postula
que este proceso ocurre cuando ciertas moléculas, que estabilizan la membrana plasmatica, son

eliminadas o alteradas para favorecer asi los posteriores procesos de hiperactivacion y reaccién

acrosomal (Bedford, 1967), que aunque puedan ocurrir a la vez, son eventos separados.

3.1.1. Capacitacion in vivo.

Se sabe que el lugar donde los espermatozoides comienzan la capacitacion varia segun el sitio
de deposicion de los mismos. En algunas especies, como el perro, el cerdo y varios roedores, el
semen es depositado en el Utero; mientras que en la mayoria de los mamiferos euterios, éste es
depositado en la vagina siendo el cervix el sitio donde la gameta masculina comienza a
capacitarse.

En la mayoria de las especies, la capacitacién termina en el istmo. En esta regién del oviducto
los espermatozoides se almacenan hasta el momento de la ovulacion. Es una zona rica en
receptores adrenérgicos (Jasen, 1978) y posee irrigacion directa desde el ovario y asi una alta
sensibilidad a pequefias variaciones hormonales (Hunter y col.,, 1983). Esto explicaria la
sincronia entre el ascenso de los espermatozoides y el descenso de los ovocitos a la ampolla
(Smith y Yanagimachi, 1991). Los espermatozoides pueden capacitarse en el oviducto o el
utero aislado (Brackett y Server, 1970). Sin embargo, se ha demostrado que los
espermatozoides se capacitan con mayor eficiencia cuando pasan secuencialmente primero por
el utero y luego por el oviducto. El tracto genital tendria la habilidad para controlar la velocidad

de capacitacion y para sincronizar el encuentro efectivo entre las dos gametas.

- Eventos durante la capacitacion.
3.1.1.1. Cambios en la membrana plasmatica.
a. Alteraciones proteicas.

Las proteinas unidas a la membrana plasmatica de manera no covalente se liberan durante el
pasaje por el utero; mientras que otras se adsorben a la membrana (Volglmayr y Sawyer, 1986).
Algunas proteinas estructurales epididimarias pierden residuos de azicares disminuyendo su
peso molecular (Singer y col., 1985). Otras proteinas migran distancias cortas (Rochwerger y
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Cuasnici, 1992). La fusion entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa
tendria origen en una zona libre de particulas.
b. Alteracion de los lipidos.

De la membrana plasmética se liberan esteroles libres y conjugados (colesterol y
desmoesteroles sulfatados), otorgandole una mayor fluidez a la misma (Ehrenwald y col.,
1988). La fijacion de Ca™ en la fosfatidilserina inhibe la accion estabilizadora de este
fosfolipido sobre la fosfatidil-etanolamina. La metilacion de fosfatidiletanolamina aumenta el
contenido de fosfatidilcolina, la cual favorece la formacion de lisofosfatidilcolina (Stojanoff y
col., 1988).

Estos cambios en la relacién colesterol : fosfolipidos contribuyen a la desestabilizacion de las
membranas, perdiendo la rigidez adquirida durante la maduracion epididimaria. La mayor

fluidez de las membranas favorece los procesos de reaccion acrosomal y fusién de gametas.

3.1.1.2. Cambios metabélicos.

Se conocen poco los cambios metabélicos que ocurren durante la capacitacion. Se describié
un aumento de la actividad respiratoria durante este proceso (Boell, 1985), v se lo atribuy6 a la
presencia de sustratos energéticos en el medio capacitante y no al proceso de capacitacion en si
mismo. Se observd, también, un aumento del pH intracelular, que refleja un intercambio de
iones: una reduccion intracelular de K* y un aumento de Na* (Hyne y col., 1985). Algunos
autores, postularon un aumento del Ca™ durante la capacitacion (Fraser y McDermott, 1992), y

otros demuestran lo contrario (Ruknudin y Silver, 1990).

3.1.1.3. Cambios en la motilidad espermatica.
Durante la capacitaciéon los espermatozoides adquieren primeramente una motilidad

progresiva y lineal. Como consecuencia de la capacitacion, los espermatozoides adquieren un

patron de motilidad caracteristico llamado hiperactivacion (Fraser, 1977). Los espermatozoides
hiperactivos se mueven batiendo la cola en forma de latigo y generalmente describiendo un
ocho con la cabeza. La hiperactivacion espermatica comenzaria en la ampolla del oviducto. Se
postula que este tipo de motilidad serviria al espermatozoide para despegarse del epitelio del
istmo oviductal (que funciona como reservorio) y permitirle avanzar dentro del fluido viscoso
del oviducto hacia el ovocito (Deutch y col., 1985). También, facilitaria la entrada del
espermatozoide por las distintas cubiertas del ovocito (hipdtesis mecanica).

Las bases bioquimicas de la hiperactivacién no se conocen con exactitud. Se ha comprobado
que la presencia de calcio (Yanagimachi, 1982) y de glucosa (Cooper, 1984) es indispensable
para que se genere la hiperactivacion. El aumento de calcio intracelular, posiblemente via

proteina G, que a su vez activa canales de Ca™, estimula a la adenilato ciclasa. El aumento de
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AMPc activa a proteina quinasas, las cuales fosforilan proteinas relacionadas con el

deslizamiento del axonema (dineina) (Yanagimachi, 1994).

3.1.2. Capacitacion in vitro.

La capacitacion puede también ocurrir fuera del tracto genital femenino. Para obtener
espermatozoides capacitados in vitro, son necesarios los siguientes requerimientos:
- que la suspension espermatica este libre del plasma seminal (Shalgi y col., 1981). Ciertos
componentes (zinc, la caltrina, proteina de la vesicula seminal inhibidora de la acrosina), que
provienen de las glandulas anexas (vesicula seminal, préstata, glandulas de Cowper y de Littre)
se adhieren a la membrana plasmatica del espermatozoide previniendo la expresion de la
capacidad fecundante del mismo. La remocién del plasma seminal por centrifugacion o por
migracién espontanea (swim up) es indispensable para que ocurra la capacitacion in vitro. Si
espermatozoides ya capacitados son resuspendidos en plasma seminal, estos se decapacitan;
siendo entonces la capacitacién un proceso reversible.
- proveer adecuado medio de incubacion, que puede ser una solucidon Krebs-Ringer modificada
o Tyrode suplementada con sustratos metabolicos adecuados (lactato, piruvato y glucosa).
- suplementar el medio con aceptores de colesterol como el suero y la albumina (BSA), siendo
el primero mas eficiente por poseer proteinas como las HDL, LDL y VLDL. Se postulé que la
albimina favorece la desestabilizacion de la membrana plasmatica mediante la remocién del
colesterol (Ravnik y col., 1993).

El tiempo que requiere la capacitacidn in vifro varia segun la especie. En el raton es de

aproximadamente 90-120 minutos (min) mientras que el humano es de 3 a 5 horas.

3.2. Penetracion espermatica a través del ciimulo.
Los ovocitos de mamiferos poseen dos importantes barreras (las células del camulo y la zona

pelucida), que el espermatozoide debe atravesar antes de fusionarse con el oolema.

El cimulo esta compuesto por células de la granulosa y por células tecales, y por una matriz
de acido hialurénico asociado a proteinas (Viri y col.,, 1990), con capacidad de secretar
progesterona y prostaglandinas (Schuetz y Dubin, 1981). Las funciones del cimulo serian:
reducir el proceso de endurecimiento o "hardening” de la zona pelucida luego de la ovulacién;
seleccionar los espermatozoides mas aptos para la fecundacion; favorecer el anclaje y la fusiéon

del espermatozoide con el oolema (Yudin y col., 1988).
Sélo los espermatozoides que estan capacitados pero todavia no reaccionados logran atravesar

el camulo (Austin, 1960; Cummins y Yanagimachi, 1986).
Hasta el momento, los datos experimentales in vifro demuestran que tanto la motilidad como

la accién enzimatica (por la hialuronidasa asociada a la membrana, no de origen acrosomal)
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intervienen en el pasaje a través del ciimulo.

3.3. Interacciéon espermatozoide-ovocito.

3.3.1. Interaccion espermatozoide-zona pelicida.

Cuando el ovocito atraviesa el oviducto, se incorporan a la zona pelicida (matriz acelular
glicoproteica ovocitaria) glicoproteinas sintetizadas por células epiteliales del istmo y de la
ampolla (Abe v Oikawa, 1991). Se identificaron diferentes familias de glicoproteinas de la
zona pelucida, con cierto grado de homologia (Chamberlin y Dean, 1990). En el raton, la zona
pelucida esta formada por tres glicoproteinas: ZP1, ZP2 y ZP3. Las ZP2 y ZP3 se combinan
para formar filamentos, los cuales se unen mediante la ZP1, originando una estructura
tridimensional (Wassarman, 1991).

Se le asignan diferentes funciones: evitar la polispermia, inducir la reaccion acrosomal en
algunas especies (raton), proteger al ovocito y al embrion de dafios fisicos, crear un

microambiente optimo para el desarrollo embrionario, siendo fundamental su presencia para el

desarrollo in vivo del embrion preimplantacional.

- Union zona pelucida-espermatozoide.

Los espermatozoides capacitados se unen firmemente a la zona pelucida de los ovocitos
maduros, unién que esta mediada por componentes en la zona y presentes en la superficie
espermatica.
3.3.1.1. Receptores en la zona pelucida.

La superficie de espermatozoide tiene moléculas con alta afinidad a la zona pelicida y esos
sitios son saturables.

En la zona pelucida, la molécula ZP3 se une a la membrana plasmaética del espermatozoide
sobre el capuchoén acrosomal (cuando esta intacto, disparando la reaccién acrosomal) y la ZP2
se une preferentemente a la membrana acrosomal interna (cuando el espermatozoide esta
reaccionado) (Mortillo y Wassarman, 1991).
3.3.1.2. Receptores en el espermatozoide.

Se ha postulado que el receptor espermatico de la molécula ZP3 es una proteina con dos sitios
de union, una con actividad de ligando y el otro con la capacidad de desencadenar la reaccion
acrosomal (Kopf 'y Gerton, 1991). Duncan y Fraser (1993) demostraron que una proteina de 95
kD con actividad tirosina kinasa podria cumplir esa funcién. Para el receptor de la ZP2 se ha
propuesto a la enzima acrosina (Bleil y col., 1988), ya que se la localizé en la membrana

acrosomal interna de espermatozoides de hamster (Barros y col., 1992).
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3.3.2. La reaccion acrosomal.

El acrosoma de los espermatozoides de mamiferos es una organela rodeada por membranas y
recubre la porcion anterior del nicleo espermatico.

La reaccién acrosomal (RA) es un evento exocitdtico caracteristico de la gameta masculina.
Involucra multiples fusiones entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa
dando origen a vesiculas hibridas (Barros y col., 1967). Como resultado de esta reaccion, el
contenido acrosomal es liberado y la membrana acrosomal interna queda expuesta a fin de
interaccionar con la zona pelicida. El segmento ecuatorial no se vesiculiza.

La reaccion acrosomal facilitaria al espermatozoide el pasaje a través de las distintas cubiertas
del ovocito para fusionarse finalmente con el oolema (Yanagimachi, 1994). La reaccién
acrosomal parece estar asociada con cambios a nivel de la membrana espermaitica, que
favorecen la fusién con el oolema. /n vivo, gran nimero de espermatozoides mueren en el
tracto genital femenino perdiendo el acrosoma. Sélo aquellos que se encuentran en el lugar
correcto y en el momento adecuado sobreviven al medio hostil del tracto (Overstreet y Cooper,
1979). En el momento de la fecundacion, algunos espermatozoides sufren reaccion acrosomal
en el camulo para facilitar la entrada de otros espermatozoides no reaccionados (Cummins y
Yanagimachi, 1986), los cuales estan aptos para interaccionar con la zona pelicida y fecundar
a] ovocito. Los espermatozoides intactos pueden unirse a la zona pelicida. Sin embargo, en
cobayo y en conejo se comprobd que el espermatozoide reaccionado también es capaz de
unirse a la zona pelucida.

Cuando los espermatozoides mueren, las membranas pierden semipermeabilidad y el
acrosoma se autodigiere. La reaccién acrosomal verdadera o espontanea (fisiologica) ocurre en
espermatozoides mdtiles vivos, en ausencia de inductores (Bedford, 1970). Los inductores
fisiologicos descriptos pueden ser: la zona pelicida, el fluido folicular, la progesterona, el
diacilglicerol (DAG), el factor natriurético atrial (ANP), y entre los no fisioldgicos: el ionoforo

de Ca™, el medio hiperosmotico y el etanol (Tarin y Trounson, 1994).

3.4. Fusidn ovocito-espermatozoide.
Luego de penetrar la zona pelucida, el espermatozoide reaccionado atraviesa rapidamente el

espacio perivitelino (espacio estrecho entre la zona pelucida y el oolema), se fusiona con el
oolema y como consecuencia de la fusién, pierde su motilidad (Longo y col., 1986).

El proceso de fusién es menos especie-especifico que el de la unién a la zona pelucida y
depende de la temperatura, del pH del medio y del status acrosomal del espermatozoide.

Los ensayos de inhibicion con anticuerpos demostraron que en la superficie espermatica
existen moléculas que intervienen en el proceso de fusiéon. También se ha sugerido que tanto en

el ovocito como en el espermatozoide habria integrinas involucradas en este proceso.

38



La regién de fusion espermatica especifica es el segmento ecuatorial en los mamiferos
euterios, mientras que en los marsupiales es la membrana acrosomal interna. El segmento
ecuatorial adquiere la capacidad fusogénica al producirse la reaccién acrosomal. Durante la
fusion, la region posterior de la cabeza y la cola son incorporadas por el ovocito via fusion de
membranas, mientras que la region anterior de la cabeza es fagocitada.

En el oolema del ovocito existe también, dos regiones bien diferenciadas y especificas para la
fusién con el espermatozoide. (1) una region libre de granulos corticales, por donde extruye el
segundo cuerpo polar, y (2) el resto de la membrana que se encuentra recubierta de
microvellosidades. Rara vez el espermatozoide se fusiona con el oolema de la region libre de
granulos corticales. No se sabe aun que mecanismos moleculares estarian involucrados en la

exclusion de esta zona durante la fusion con el espermatozoide.

3.5. Eventos de postfusion.
3.5.1. Activacién del ovocito.

La fusién entre el oolema y el espermatozoide dispara una serie de eventos bioquimicos y
morfologicos que determinan la activacion ovocitaria.

Cerca del sitio de unién del espermatozoide se generan en pocos segundos sucesivas ondas de
calcio. El aumento de Ca™ intracelular resulta de la liberacion de los depésitos intracelulares.
Como consecuencia, se dispara el intercambio Na’, K™ a través de la membrana plasmatica,
resultando un incremento en el pH intracelular y la hiperpolarizacién gradual de la membrana
del ovocito (Miyazaki, 1988). Estos cambios generan la activacién irreversible del ovocito,
cambios en el metabolismo lipidico, la reduccién del NAD vy la sintesis proteica y de ADN
(Epel, 1979).

El espermatozoide no solo desencadena la activacion sino que también interviene en el
mecanismo de movilizacién de Ca™. Segin algunos autores, un ligando del espermatozoide se
uniria al oolema activando a la PLC via la proteina G o via tirosina quinasa. Swann (1990),
propone a un factor citosélico del espermatozoide como responsable de la activacion de la
PLC. Se ha visto que la insercién de espermatozoides en la membrana del ovocito causa
cambios locales a nivel de sus lipidos.

Por otro lado, la activacidn ovocitaria se puede lograr artificialmente mediante un influjo
periddico de Ca™ o por la inyeccion de 1-4-5-inositol trifosfato (IP;) (Cran y col., 1988). Es
probable que después de la activacion los componentes ovocitarios cambien (Jackowski y col.,
1988).

3.5.2. Reaccion cortical.

En respuesta a la movilizacion del calcio se produce la exocitosis de los granulos corticales.
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Estos granulos estan adyacentes al oolema y contienen mucopolisacaridos, acido fosfatidico.
enzimas hidroliticas y peroxidasa, que son liberadas al espacio perivitelino en la reaccion
cortical. Estos compuestos modifican las caracteristicas quimicas y fisicas de la zona pelucida.
Se ha encontrado en el raton, una proteasa de granulos corticales que hidroliza parcialmente a
la glicoproteina ZP2 promoviendo el endurecimeinto o "hardening” de la zona pelicida (Moller
y Wassarman, 1989). La zona, asi modificada, impide la entrada de los espermatozoides
generando el bloqueo polispérmico.

El bloqueo no esta acotado a la zona pelucida (reaccién de zona), sino que el oolema también
contribuye a evitar la polispermia. El bloqueo polispérmico del oolema murino se da un minuto
después de la fusién (Sato, 1979). La liberacion de los granulos corticales y por ende el

bloqueo de zona ocurre varios minutos después.

3.5.3. Desarresto de la meiosis.

Durante la activacion ovocitaria, la gameta femenina reasume la meiosis arrestada en metafase
II. El aumento de Ca™ y la acciéon de la PLC que rompe el balance de proteinas
fosforiladas/desfosforiladas modulando los canales i6nicos de membrana, inactivan al MPF y
al CSF (Whitaker y Patel, 1990). Esta inactivacién junto al aumento de pH interno permite al
ovocito completar la meiosis y expulsar el segundo cuerpo polar, que lleva la otra mitad del
ADN materno.

3.5.4. Descondensacion nuclear del espermatozoide en el ooplasma.

Durante la transformacion de espermatide a espermatozoide, las histonas nucleares son
reemplazadas por protaminas. En el proceso de maduracion espermatica ocurre una extensa
conversion de protaminas reducidas (SH a S-S) otorgando rigidez al nicleo (Meistrich y Reid,
1976) y favoreciendo asi el pasaje del espermatozoide por las distintas cubiertas del ovocito.
Cuando el nucleo espermatico es incorporado al ovocito sufre una serie de transformaciones
como la desintegracion de la envoltura nuclear, la descondensacién de la cromatina, la
reduccion de puentes disulfuro de protaminas asociadas al ADN y el cambio de protaminas por
histonas.

La desintegracion de la envoltura nuclear ocurre durante el estadio de metafase II de ovocito.
La ruptura comienza a nivel del segmento ecuatorial y continua antero-posteriormente. De
acuerdo con Berrios y Bedford (1976), los espermatozoides murinos fusionados con ovocitos
inmaduros en estadio de vesicula germinal son incapaces de romper la envoltura nuclear, lo que
significa que el ooplasma del ovocito maduro interviene en el proceso de desintegracién
nuclear. La descondensacién de la cromatina tiene lugar durante la activacion ovocitaria, en el

pasaje de metafase Il a telofase II. La activacion no es un proceso indispensable para la
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descondensacion. También, cuando los espermatozoides son microinyectados en ovocitos
maduros, los ovocitos permanecen inactivados pero los espermatozoides son capaces de

descondensarse (Uehara y Yanagimachi, 1977).

3.5.5. Formacién de pronicleos y singamia.

Luego de la expulsion del segundo cuerpo polar, comienza la recondensacion de la cromatina
espermatica. El estadio de mayor condensacién de la cromatina masculina corresponde a la
formacién de los pronucleos (Adenot y col., 1991).

El desarrollo del proniicleo masculino esta bajo el control de factores citoplasmaticos. La
formacion del pronicleo femenino requiere la activacion ovocitaria.

La sintesis de ADN comienza simultaneamente en los dos pronicleos. En el raton la sintesis
ocurre 10-11 hs luego de la penetracién del espermatozoide y dura de 6-7 hs (Howlett y Bolton,

1985). Finalmente, los prontcleos migran al centro del ovocito y se produce la fusion nuclear.

3.6. Consideraciones sobre la fecundacion in vive vs.in vitro.

Con el apareo, los espermatozoides, depositados en el tracto genital femenino, tiene que
atravesar el cervix, el Utero y la union uterotubdrica antes de llegar al oviducto. Cada una de
estas barreras reduce el nimero de espermatozoides de tal manera que sélo los mas aptos y
normales llegan a fecundar al ovocito. Diferentes factores juegan un rol importante en el pasaje
de los espermatozoides a través del cervix. El transporte a través del utero depende unicamente
de las contracciones uterinas y no de la motilidad espermatica. Sin embargo, en ausencia de
motilidad espermadtica, pocos espermatozoides alcanzaran el utero. Luego, el numero de
espermatozoides que entra al oviducto es muy pequefio (<100) comparado con la cantidad
eyaculada inicialmente (50 x 106/ eyaculado, en el raton). Parece ser que la union uterotubal es
una barrera para el ascenso espermatico, de tal modo que solamente los métiles alcanzan la
ampolla oviductal.

En el oviducto, la mayoria de los espermatozoides permanecen en el istmo proximal hasta el
tiempo de la ovulacién, donde la actividad flagelar es baja. A las 6 horas postcoito, la motilidad
"activada" (hiperactivacion) comienza en la ampolla (Cooper y col., 1979), y gradualmente los
espermatozoides se mueven hacia el sitio de fecundacion.

La fecundacion in vitro provee la posibilidad de estudio de diferentes aspectos fisiologicos y
morfoldgicos del proceso, excluyendo los factores que estan involucrados in vivo, ademas de

poder controlar la variables (masculina o femenina).

3.7. Fallas en la fecundacién.

En la fecundacion, ciertas fallas pueden ocasionar anormalidades cromosdmicas. La



polispermia: fecundacion por mas de un espermatozoide. Ginogeénesis: fallo en la extrusion del

segundo cuerpo polar (2 PN). Androgénesis: material genético masculino solamente, en
ovocito anucleado. Algunos fallos pueden deberse a anormalidades ovocitarias previas a la
fecundacion (ovocitos haploides activados) y muchos coinciden con errores en la meiosis (no
disyuncion, placa metafésica anormal, etc.). Los ovocitos envejecidos por pocas horas previas a
la fecundacion tienen efectivamente posibilidades bajas de desarrollo embrionario normal, ya
que parece que el retraso esta asociado con la muerte embrionaria y con anomalias
cromosémicas como triploidismo. Estos puntos no estan claros para el caso de la gameta
masculina. Parece ser que la inseminacién con espermatozoides envejecidos retrasa la

fecundacion porque pocos espermatozoides alcanzarian la ampolla.

4- EMBRIOGENESIS DE PREIMPLANTACION.

4.1, Aspectos morfologicos.

4.1.1. Tiempos de clivaje, compactacién y formacién del blastocisto.

El tiempo de desarrollo embrionario depende del reloj celular, en el cual participarian el factor
promotor de la maduracion (MPF) (abundante en el ovocito murino y en las células somaticas
y embrionarias en mitosis), los fosfolipidos de membrana, fosfatidil inositol y diacilglicerol,
calcio citosolico, calmodulina y varias proteinas kinasas (Berridge, 1984; Macara, 1985). Estos
factores podrian regular la proliferacidn celular, a través de cambios en el pH citosdlico, el cual
oscila durante el ciclo celular (Busa y Nuccitelli, 1984).

Los eventos de clivaje progresan mas lentamente en los mamiferos que en otras especies.
Existe un marcado efecto genético sobre el tiempo de clivaje en los dos primeros ciclos
celulares (Shire y Whitten, 1980). Las divisiones mas tardios ocurren aproximadamente en
intervalos de 10 hs. Cuando el embrion es cultivado in vitro, su desarrollo esta retardado en 2
hs. 0 mas en cada ciclo comparando con el desarrollo in vivo, de tal forma que el tiempo
requerido para el desarrollo a blastocisto in vitro puede ocurrir un dia entero posterior respecto

del desarrollo in vivo (Harlow y Quinn, 1982; Streffer y col., 1980). Los embriones humanos

también se desarrollan in vitro tan lentamente como el embnén de ratén (Trouson y col., 1982).
Existe hoy considerable informacion acerca de la dinamica del ciclo celular en varios estadios
del desarrollo embrionario.

El clivaje es asincronico en los embriones de mamiferos. Embriones de 2 células, luego de 4
células, anteceden al estadio de moérula.

El término de morula se le asigné al embridon compuesto de varios blastomeros (5 o mas).

Una vez que éste llegd 8-16 células, comienza el proceso de compactacion, por el cual los
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blastdmeros individuales parecen perder identidad (Lewis y Wright, 1935), formandose la
morula compactada. En este evento morfogenético, las uniones estrechas y las incipientes
uniones fuertes se forman entre los blastdmeros mas externos. Durante la mitosis hacia las 16
células, la moérula compactada puede sufrir decompactacion, y luego una subsecuente
compactacién. La mérula tardia tiene 32 células (84 hs post-hCG), y se encuentra en transito
hacia el utero.

Los embriones que entran al utero inician el proceso de diferenciacion epitelial, el cual
culmina con la formacién del trofoectodermo (Ducibella y col., 1975; Goodall y Johnson,
1984) y la cavidad blastocélica en el blastocisto. La formacion del blastocele involucra el
transporte de fluido por las células trofoectodérmicas. Se inicia la diferenciacion celular: la
region celular interna, llamada macizo celular inteno (MCI), y el epitelio externo (el
trofoectodermo), que envuelve al MCI y retiene el fluido del blastocele. El trofoectodermo
mural rodea al blastocele, y el trofoectodermo polar yace sobre el MCI. El namero de células
en el cual se inicia el blastocisto varia entre las especies, pero en general son 32 células. El
fluido se comienza a acumular, en vesiculas citoplasmaticas, después de la division a 16 células
en el hamster y en cerdos, al estadio de 32 células en raton, y 64 células en la oveja. Durante la
expansion del blastocisto, aumenta la asincronia entre las divisiones celulares en el embrion
murino (Chisholm y col., 1985). Esto culmina en la aparicién de celulas gigantes por un
proceso de endoduplicacion (sintesis de ADN sin division celular), el cual comienza en el
trofoectodermo mural, opuesto al MCI, a los 4,5 a 6,5 dias de gestacion (d.g.), dependiendo de
las especies (Papaioannon y Ebert, 1986).

Paralelamente, a los 4 d.g., la zona pelicida comienza a adelgazarse y se produce el
"hatching" del embrién: el blastocisto escapa de la zona pelucida cerca del epitelio uterino y se
inicia el proceso de implantacion (cerca de las 120 hs posthCG). El proceso de hatching in vivo
puede ser diferente del que ocurre in vitro.

En la tabla de la figura 1.4 se muestra la secuencia de eventos morfoldgicos del desarrollo in

vitro murino, detallandose los tiempos respecto al clivaje previo y al tiempo de inyeccion de
hCG.

4.1.2. Potencia de los blastomeros embrionarios y asignacién celular.

Se ha encontrado que la mayoria de los blastomeros individuales aislados de los estadios de 4
y 8 células, desarrollan a vesiculas trofoblasticas desprovistas de células internas (Tarkowski y
Wroblewska, 1967). Entonces, se propuso que la diferenciacién en trofoectodermo y MCI
estaba determinada por la posicion (interna o externa) de los blastomeros en el estadio de
morula (16-32 células), con lo que los blastomeros embrionarios mantendrian su potencia hasta
los estadios tardios (Tarkowski, 1959; Rossant y Vijh, 1980; Ziomek y col., 1982). Se vio
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también que las células del MCI del blastocisto son totipotentes, y esta condicion se pierde
durante la expansion blastocélica al tiempo de divisién de 32

a 64 células (Handsyde, 1978; Rossant y Lis, 1979). Entonces, la posicién de un blastomero en
el embrién temprano establece su caracteristica subsecuente. Los clivajes tempranos tiene
solamente células externas. A las 16 células, en el embrién murino, los blastomeros externos
son ligeramente mayores que los internos, y estan polarizados, presentando alta densidad de
microvellosidades en las superficies libres. En contraste, las células internas. son apolares
(Ziomek y Johnson, 1980). Posteriormente, el trofoectodermo del blastocisto deriva de las
células externas (Cruz y Pedersen, 1985).

Entonces, la hipdtesis de la polarizacion predice que los blastdmeros polarizados mantendran
la capacidad de generar células apolares, y viceversa, hasta que los dos linajes tisulares del
blastocisto se separan en dos poblaciones; y que las células localizadas en el interior de la
moérula o del blastocisto se mantendran localizadas en los linajes del MCI durante los

siguientes estadios.

4.2. Aspectos genéticos.

Los embriones de mamiferos placentarios muestran un establecimiento temprano de la
expresion génica embrionaria, necesaria para la diferenciacién de células especializadas
requeridas para el crecimiento intrauterino.

Se ha demostrado que la expresion del genoma embrionario es temprana (estadio de 2 células)
(Wudl y Chapman, 1976), ya que los eventos morfogenéticos de compactacién y desarrollo del

blastocisto requiere de la previa expresion génica (Kaufman y Gardner, 1974).

4.2.1. Roles diferenciales de los genomas maternos y paternos.

a) Partenogenesis.

Este fendmeno ocurre en por lo menos una especie de cada clase de vertebrados, pero no se
habian encontrado evidencias en los mamiferos.

Se ha visto que individuos con alteraciones en el nimero de pronucleos en la cigota (Kaufman
y Gardner, 1974) mueren durante el desarrollo periimplantatorio (Surani y col., 1986). La
partenogénesis puede producir embriones diploides como resultado de la supresion del segundo
cuerpo polar. Estos embriones desarrollan hasta estadios intermedios en la gestacién.

Puede ocurrir partenogenesis espontanea ocurre en ovocitos ovaricos, en el ratén (Stevens,
1975). Este fenomeno puede ser inducido experimentalmente por una variedad de tratamientos,
por los cuales se produce aparente activacion normal, clivaje y formacién del blastocisto
(Kaufman, 1983) (figura 1.5). Los individuos partenogenéticos diploides desarrollan hasta

estadios postimplantatorios, siendo embriones pequeiios de 25 somitos por el dia 10 de
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FIGURA 1.4
Eventos del desarrollo en el tiempo.

Eventos Hs post-inseminacién Hs post-hCG
ler.Ciclo celular 12-17
. Ovulacion
Extrusion de IICP 1-2
Formacién Pronucleos 8-10
Citocinesis 18.5-21.5 24-32 (Dia 1)
Horas pos-clivaje Horas post-hCG Horas de cultivo
2do.Ciclo

. 2 células (citocinesis)
3er. Ciclo
4 células

compactacion

citocinesis (decompact.)

Sto Ciclo

16 células
(recompactacion
citocinesis)
6to.Ciclo.

. 32 células

- inicio cavitacién
- expansion

- extrusién de ZP

18-20 48-50
8-13 58-60
3.5-7.5
11-14 72
14 84
2 90-98
11
- 120

24
48

72

96

*: Horas de cultivos desde embrion de 2 células.

ZP: zona pelucida

Expansion: de la cavidad blastocélica.
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gestacién (Graham, 1974).

Es posible que el fallo en el desarrollo partenogenético sea debido a alguna deficiencia
nuclear y no a la condicion citoplasmatica (Maan y Lovell-Badga, 1984). Mas aun, las cigotas
que contienen dos nucleos maternos, aun de diferentes cepas murinas, manifiestan arresto en el
desarrollo indistinguible de los partenogenones (McGrath y Solter, 1984). Estos embriones se
arrestan en estadios del dia 10 como embridn retrasado con escaso tejido extraembrionario
(Surani y col., 1984). Estos resultados sugieren que existe una deficiencia en la expresion
génica en los estadios postimplantatorios que puede ser solamente complementada por el
pronucleo derivado del espermatozoide. Entonces, la contribucion nuclear materna y paterna no

son equivalentes.

b) Ginogenones y androgenones.

Los embriones partenogenéticos diandricos (2 PN) pueden desarrollar hasta estadios
postimplantatorios (dia 10), caracterizados por embrién y saco vitelino rudimentario y
membranas extraembrionarias casi normales (Barton y col.,, 1984). Contrariamente, los
embriones diginicos presentan crecimiento extraembrionario retardado (Van Blerkom, 1981).
Entonces, el componente materno tiene un rol en el desarrollo embrionario y el paterno en el

desarrollo extraembrionario.

4.3. Aspectos bioquimices.
En el desarrollo embrionario, los linajes celulares adquieren especificidad bioquimica como

parte de la diferenciacion. Algunos productos y factores embrionarios se encuentran
tempranamente en el embridn preimplantatorio.

Aunque algunos cambios en el patrén de sintesis proteica posterior a la fecundacién (1-2
células) aparece como resultado de modificaciones posttranslacionales (Van Blerkom, 1981),
otros cambios parecen utilizar el ARNm materno (Howlett y Bolton, 1985). La tasa de sintesis
proteica no incrementa en las primeras 24 hs después de la fecundacién (Merz y col., 1981),
hasta recién durante el desarrollo del embrion de 2 células. Entonces, éste comienza a depender

de los productos del genoma embrionario.

4.3.1. Matriz extracelular.

En el estadio de blastocisto, se comienza a sintetizar fibronectina que se acumula sobre la
superficie basal de las células endodérmicas primitivas y cerca de la unién del endodermo
parietal y el trofoectodermo (Wartiovaara y col., 1979). Aunque un componente de laminina es
sintetizado en el ovocito no fecundado, los depdsitos intercelulares no aparecen antes del

estadio de 8-16 células (Cooper y MacQueen, 1983). También, el colageno de tipo III se
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deposita en el estadio de 16 células.

4.3.2. Moléculas de la superficie celular.

Son necesarias para la compactacion. Se describieron moléculas calcio dependientes atn antes
de la compactacion : la ovoalbumina, caderinas y moléculas de adhesion celular.

En la compactacion y formacion del blastocisto intervienen también varias lectinas.

La fosfatasa alcalina aparece en el embrién de 2 células, se incrementa su actividad en
morulas de 8-16 células y en los blastocistos esta restringida al MCI (Mulnard y Huygens,
1978).

La acumulacion del fluido blastocélico y la formacion de la cavidad es dependiente de la
actividad de la Na",K” ATPasa, ya presente en la superficie celular de la mérula (Vorbrodt y

col., 1977). Esta enzima también tiene un rol en la polarizacién de los blastomeros.

4.3.3. Seiiales embrionarias.

Varias son las moléculas que actian como sefiales embrionarnas, tanto para el propio
crecimiento y desarrollo en forma autocrina, como para el proceso de implantacion.

En este trabajo de tesis se consideraran especificamente las prostaglandinas sintetizadas por

los embriones (I11-1.2)

4.2. Consideraciones sobre el desarrollo in vitro.

Desde 1950 la mayoria de las investigaciones fueron realizadas por los métodos del cultivo in

vitro, ya que confiere ventajas en el analisis del propio embridn, por su accesibilidad para el

tratamiento y la intervencion, aunque algunas caracteristicas embrionarias no fueran

equivalentes con los estadios in vivo.

El cultivo in vitro de embriones murinos (que parecen ser una de las especies mas
comparables al embriéon humano), ha sido utilizado como metodo de estudios clinicos y
también para elucidar las caracteristicas bioquimicas y genéticas del desarrollo temprano,
ademas de detectar las diferencias especificas de cada estadio en cuanto a la bioquimica y
maduracion genética embrionaria. También el cultivo in vitro confiere estudios mas rapidos y

precisos, descartando los factores maternos involucrados.
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FIGURA 1.5
Vias de desarrollo y constitucion genética
de ovocitos activados partenogenéticamente.
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. Haploide uniforme: por la extrusion del segundo cuerpo polar.

. Mosaico haploide: el segundo cuerpo polar parece un blastomero normal.

. Diploide heterocigota: resulta de la supresion de la formacion del segundo cuerpo polar o de
la fusién de los pronucleos con el segundo cuerpo polar. La heterocigosis en estos
partenogenones es el resultado de 1a recombinacién durante la meiosis.

. Diploide homocigota: resulta de la diploidizacién del pronucleo femenino.

Se muestran los posibles partenogenones de ovocitos de raton. Se producen diferentes
genotipos embrionarios dependiendo de si estruyé o no el segundo cuerpo polar v el tiempo y

la naturaleza de la primera divisidn celular.
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II- ALCOHOLISMO

1. Introduccion

El abuso de alcohol se ha convertido en un problema médico-social de primer orden. Se sabe
que el etanol es un teratégeno porque su consumo es capaz de generar anomalias congénitas y
anormalidades estructurales (anatémicas), funcionales o bioquimicas, siendo el efecto toxico
mas grave el producido en la gestacion (Abel, 1989, Sadler, 1995).

El consumo de alcohol contribuye al desarrollo de diversos desordenes gastrointestinales
(pancreatitis, erosién duodenal, gastritis, sindromes de malaabsorcion, hepatitis alcohdlica,
cirrosis); complicaciones neuropsiquiatricas, encefalopatias, demencia alcohdlica, atrofia
cerebral, degeneracion cerebelar, enfermedad cardiovascular y endocrina entre otros. El

consumo de alcohol reduce la expectativa de vida en 12 afios (Maxwell, 1984).

2. El consumo crénico de etanol.
2.1. Absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion.
2.1.1. Absorcion

Es absorbido totalmente por el tracto digestivo (especialmente estémago e intestino delgado

proximal). El tiempo entre la ultima ingesta y los picos méaximos de alcohol en la sangre son
entre 30 y 90 min.

Son muchos los factores que modifican la absorcion en el estdmago. Al principio, la
absorcion es rapida, pero a continuacion disminuye a un ritmo muy lento aunque siga siendo
alta la concentracion gastrica. Si esta retrasado el vaciamiento del estomago, por presencia de
alimentos, se retrasara tambien la absorcion del etanol en el intestino. La absorcion a este nivel
es muy rapida y completa, y es independiente de la presencia de alimentos en el estdmago o en
el intestino.

La tasa de absorcion es parcialmente determinada por factores genéticos (Crabb y col., 1987).

2.1.2. Distribucion
Después de su absorcion, el etanol se distribuye con uniformidad en el total de agua corporal,
en los tejidos y liquidos del cuerpo. La placenta es permeable al etanol, por lo que éste logra

acceso libre a la circulacion fetal (Goodman y Gilman).
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. Concentracion de etanol en los liquidos corporales en relacion con la intoxicacion.

El aumento del alcohol en la sangre depende de la dosis de consumo. Los niveles de
alcoholemia en los humanos definen las alteraciones funcionales y comportamentales. Cuando
la concentracién del etanol en la sangre alcanza 20-30 mg/dl se deteriora el tiempo de reaccion.
disminuye el control motor fino v las facultades mentales, e incrementa la eufona.

Con 50-100 mg/dl se empiezan a producir disturbios en el caminar. En promedio, la ingestién
de 44 g de etanol en forma de whisky con el estdmago vacio da por resultado una
concentracion sanguinea maxima de 67 a 92 mg/dl, pero después de una comida mixta sera de
30 a 53 mg/dl.

Con 100-150 mg/dl se produce ataxia, deterioro mental y motor, alteraciones en la memoria
de corto plazo. Mas del 50% de las personas se encuentra muy intoxicada cuando la
concentracién es de 150 mg/dl. Con 200 mg/dl: falta de respuesta a los estimulos sensoriales;
con 250 mg/dl: coma, y mayor que 500 mg/dl: muerte (figura 1.6)

Se ha visto que las patologias humanas necesitan interpretacién en los rangos de 50-200

mg/dl. Estos valores estan asociados con el consumo de 70-150 mg/dl de etanol por dia.

2.1.3. Metabolismo.

a. La oxidacion del etanol.

La via usual de metabolizacién es por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), aunque un
remanente puede ser metabolizado por el sistema enzimatico microsomal hepatico que esta
presente en el reticulo endoplasmico liso (sistema MEOS). El mayor producto de la
metabolizacion es el acetaldehido, toxico que es metabolizado a acetato por la aldehido
deshidrogenasa. El acetato luego es oxidado en la mitocondria a diéxido de carbono y agua por
el ciclo de Krebs, con la formacion de ATP (figura 1.7). Por eso resulta importante la
disponibilidad de ADP para la metabolizacion completa del etanol.

El 90-98% del etanol que ingresa se oxida por completo. La tasa de oxidacién es
relativamente constante con el tiempo, y se incrementa muy poco al elevarse la concentracién
del alcohol en la sangre. La cantidad de etanol que se oxida por unidad de tiempo es
proporcional al peso corporal. En el adulto, el etanol se metaboliza en 120 mg/kg/hora (30 ml

en 3 horas).



FIGURA 1.6

Correlacion entre la alcoholemia y los efectos de la intoxicacion.

Niveles de Electos esperados.
Alcoholemia (mg/dl)
20-9Y Deterioro de la coordinacion, eutoria.
100-199 Ataxia, pensamiento disminuido, empobrecimiento del

juicio y animo
200-299 Marcada ataxia, habla confusa, deterioro del juicio,
nausea y vomitos.
300-399 Estadio I anestésico, lapsus de memoria, &nimo muy
labil.

400 Fallo repiratorio, coma, muerte.




FIGURA 1.7

Metabolizacion del etanol en el higado, y efectos a nivel periférico.
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La oxidacion del etanol se produce principalmente en el higado. El producto acetaldehido se
convierte en acetil-CoA, que puede a su vez ser utilizado en diversas reacciones anaboélicas que

participan en la sintesis de colesterol. dcidos grasos y otros constituyentes tisulares.

b. Enzimas del metabolismo.

La ADH tiene 8 o mas isoenzimas en el humano cada una con diferentes propiedades
metabolicas y con diferentes patrones por grupos humanos. La expresion de la enzima esta
geneticamente regulada. Las isoenzimas de clase I (ADH,, ADH,, ADH,) son homo y
heterodimeros con unidades de 40.000 M. La clase II contiene a la ADH, contribuyve a la
oxidacion del etanol a altas concentraciones. En los humanos un numero de factores
determinan la variabilidad de la ADH: la presencia de isoenzimas determinadas genéticamente
y los polimorfismos, la variacién en la expresion génica, la especificidad orgéanica del patron de
isoenzimas, las alteraciones patoldgicas en los tejidos.

La ADH oxida el 90% del etanol, principalmente en el higado, habiendo pequenas cantidades
en el tracto gastrointestinal y en el rifion (Crabb y col., 1987). Se ha localizado ADH en corteza
cerebral, cerebelo, hipotalamo, testiculo (células de Leydig), tubulos seminiferos, prostata,
ovario y utero con menor intensidad, pancreas.

El sistema microsomal "MEOS" puede ser inducido por la exposicién crdnica de etanol. y
agregar variabilidad a la remocion de etanol de la sangre. Contribuye a la metabolizacion no
lineal del etanol en concentraciones elevadas. La principal enzima de este sistema microsomal
es el citocromo P-450 (Kato y col., 1988), pero también el citocromo c-reductasa y los
fosfolipidos juegan un rol importante en el metabolismo. Se encontro que la induccion de
MEOS esta determinada geneticamente en diferentes cepas de ratdon (Petersen y Atkinson,
1980).

La catalasa localizada en los peroxisomas hepaticos, también puede intervenir en el
metabolismo del etanol, so6lo cuando dispone de peroxido de hidrégeno (Handler y col., 1988).
Por eso tiene un rol menor.

La ALDH, aldehido deshidrogenasa, que oxida el acetaldehido, tiene por lo menos 4
isoenzimas, que parecen estar relacionadas con los grados de alcoholismo en determinadas
poblaciones (Suwaki y Ohara, 1985).

Existe polimorfismo genético en la deshidrogenasa de alcohol y del aldehido. Las variantes

tienen propiedades cataliticas diferentes y se encuentran con frecuencias distintas en las
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diversas poblaciones raciales (Bosron y col, 1986). Esto puede explicar en parte las

variaciones en la tasa de metabolismo del etanol entre los individuos.

¢. Consecuencias del metabolismo de etanol.

Una consecuencia de la oxidacion del etanol es el incremento de la relacion NADH:NAD. que
refleja un incremento de la tasa de lactato (hiperlactacidemia), y contribuye a la acidosis
reduciendo la capacidad renal de excrecion de &acido urico (hiperuricemia). Ademas. el
consumo crénico de etanol produce higado hipermetabodlico con un alto consumo de oxigeno.
También la actividad de la bomba Na-K ATPasa incrementa con el consumo cronico, que

utiliza ATP, con lo cual se reduce el potencial fosforilativo.

d. Control de la tasa de reoxidacion del NADH.

El NADH generado por la ADH puede ser reoxidado por la cadena respiratoria mitocondrial.
Este proceso es dependiente de la tasa de fosforilacion, que durante la oxidacion del etanol esta
limitada a la disponibilidad del ADP. La cantidad de NADH generada por el etanol puede
exceder la capacidad hepatica para disponerlo. El incremento del NADH en el citosol termina
inhibiendo a las ADH. Ademas al incrementar ADP incrementa la actividad de la Na-K

ATPasa de la membrana (Crabb y col., 1987).

e. Efecto de la dieta y de las hormonas sobre la actividad total de la ADH.

Se vio que las hormonas influyen en los niveles de ADH. Las hembras de ratas poseen mayor
actividad que los machos. Esta diferencia se puede deber al efecto de los esteroides sobre la
secrecion de la hormona de crecimiento, la cual incrementa la actividad de la ADH. La
testosterona decrece esta actividad. La diferencia sexual en la tasa metabdlica puede estar
también relacionada con las diferencias en el volimen de distribucién. Parece que esta
diferencia en la actividad de la ADH esta limitada a los roedores.

La restriccion proteica en la dieta reduce la actividad de la ADH en un 50%. Por otro lado, la
actividad y la tasa de eliminacion del etanol estan sujetas al ritmo circadiano, el cual esta unido

a los momentos de alimentacién (Crabb y col., 1987).

f- Efecto del consumo sobre la actividad ADH y MEOS.

El consumo crénico de etanol tiene pocos efectos sobre la actividad de la ADH en ratas. El
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consumo de alcohol por largos periodos induce el sistema MEOS y su eliminacion es via ese
sistema. Esta induccion parece ser el factor mas importante en el desarrollo de la tolerancia

metabdlica al etanol (Crabb y col., 1987).

2.1.4. Eliminacion

Sélo el 15% es excretado, el resto se metaboliza en el higado a una tasa de 7 g de etanol por
hora (1g= 1ml de 100% de etanol) (Lieber, 1983). La concentracién en la sangre cae de manera
aprox. lineal cuando se trata de concentraciones moderadas. La tasa de eliminacion del etanol a
bajas concentraciones es lenta, siendo mas rapida a altas concentraciones. Esto se explica por la
existencia de altas y baja Km de las enzimas metabolizadoras (Crabb y col., 1987).

La tasa de eliminacion del etanol esta alterada en los pacientes con desérdenes enddcrinos
(incrementada en los diabéticos y reducida en los obesos).

En los humanos la eliminacion del etanol no es sustancialmente diferente segun el género. Sin
embargo, en las hembras, teniendo menos agua corporal y menor volumen para la distribucién
del etanol, el etanol desaparece de la sangre mas rapido que en los machos (Rachamin y col.,

1980; Cicero y col., 1980)

2.2. Tolerancia y adaptacioén.

La tolerancia al alcohol puede ser metabdlica, primariamente producida a través de un
incremento en la actividad de la ADH y de MEOS (sistema microsomal de oxidacién del
etanol), y/o farmacodindmica, por la aparente adaptacién directa del SNC al alcohol (Jaffe,
1985). También se ha hablado de tolerancia metabolica referida al incremento de la habilidad
para metabolizar el etanol consumido en forma crénica.

Se dieron diversas explicaciones sobre los mecanismos de tolerancia:

1- Por la destruccidn del alcohol en el tracto gastroin-testinal antes de la absorcion.

2- Por pasaje retrasado del alcohol a la circulacion

3- Por el incremento de la oxidacion en el higado antes de alcanzar la circulacién general.
4- Por almacenamiento del alcohol en el cuerpo, y remocion de la circulacién.

5- Por rapida oxidacion y destrucién corporal.

6- Por rapida excresion del alcohol

7- Por reducida penetracién en cerebro.

Los factores comportamentales juegan un rol en la tolerancia y la adaptacion.



La tolerancia incrementa durante 3 semanas de tratamiento.
El consumo cronico de etanol cambia la concentracion de los acidos grasos fosfolipidicos de la
membrana y esta composicion covaria con la tolerancia durante el consumo crénico. Se piensa
que el incremento de colesterol en las membranas de los consumidores cronicos produce
rigidez por lo cual se reduce la movilidad de los lipidos y estos confiere tolerancia al etanol
(Droitte y col., 1984).

Durante el periodo de abstinencia se revierte la sensibilidad al etanol, pero la restauracion al

estado normal de los acidos grasos es incompleta (Droitte y col., 1984).

3. Efectos particulares del etanol.
3.1. Mecanismos de teratogenicidad.

Los teratégenos interfieren con los mecanismos normales de desarrollo embrionario,
produciendo muerte celular, genotoxicidad, interferencia mitdtica, funcién alterada de acidos
nucleicos, inhibicidn enzimatica, deficiencia de sustancias esenciales, suministro energético
alterado, y membranas dafiadas (Weis y Weis, 1987; Scialli, 1992).

Un agente teratogénico es aquel que produce anomalias por interferencia con los mecanismos
de induccidn y diferenciacion, provocando desarrollo anormal, con o sin pérdida o adicion
cromosémica (Schreiner y Holden, 1983)

Los desordenes mitéticos en la division celular producidos por el etanol ocurririan por la
interferencia en la formacion del huso, la separacion de las cromatides. o en la biosintesis de

ADN (Goodman y col., 1985; Brennan, 1991).

3.2. Mecanismos de accion y/o efectos a nivel celular
3.2.a. Sobre membranas y enzimas asociadas (Topel, 1985).

El etanol fluidifica las membranas a concentraciones no letales (Sun, 1979). Se inserta entre
los lipidos alterando la movilidad lateral o la interaccién con la porcién hidrofébica de las
proteinas, 1o que resulta en cambios estéricos. Ademas produce expansién de la membrana,
desorganizacion lipidica.

La continua exposicion al etanol es el estimulo para las respuestas adaptativas, dadas por los
cambios en la estructura y funcion de las membranas.

A bajas concentraciones el etanol incrementa el transporte de Ca™ y la actividad de la Na-K
ATPasa probablemente al incrementar la fluidez. Sin embargo a altas concentraciones puede
causar desorganizacion lipidica y disrupcion de la interaccion lipido-proteica. También es
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posible que provoque, una vez insertado en las membranas, alteraciones permanentes de la
conformacion de ciertas proteinas.

Los cambios en la composicion lipidica explicarian alguna clase de tolerancia. Por ejemplo, el
incremento de colesterol en la bicapa lipidica no permitiria que el etanol se inserte en la
membrana.

Hallazgos recientes sugieren que el etanol interfiere con las comunicaciones intercelulares
(Hashieh y col., 1992).

Ademas, el flujo intracitoplasmatico de calcio provocado por el dafio en la membrana iniciaria

los mecanismos de apoptosis (Rose y col., 1975).

3.2.b. Efectos del etanol sobre las membranas mitocondriales.

El consumo crénico de etanol altera la composicion proteica de las membranas
mitocondriales (decrece el contenido especifico, cambio en las estructura molecular) y cambia
la estructura lipidica (Waring y col.,, 1982). Decrece el contenido de citocromo oxidasa,
citocromos b, de NADH-deshidrogenasa, de ATPasa. También, después de la intoxicacion

crénica con etanol, las membranas mitocondriales muestran rigidez (Topel, 1985).

3.3. Efectos a nivel organico-tisular.

El alcohol afecta a todos los sistemas organicos corporales. Realizamos breve referencia al
SNC y hepatico, para desarrollar luego los efectos a nivel del sistema reproductivo.

Lo general es que el etanol tiene importantes efectos depresivos a nivel central, por la
disolucion de los lipidos de membrana y por perturbar la funcidn de los canales iénicos y otras
proteinas de membrana. Las propiedades estimulantes en el SNC predominan a bajas dosis
(bajas alcoholemias), posiblemente debido a la depresiéon de neuronas inhibitorias. El nivel
final de deterioro comportamental y neuroldgico depende de la edad del individuo, el peso, el
sexo y la previa ingesta de etanol, como también su nivel de tolerancia.

Por otro lado, la ingestion aguda de etanol, incluso en dosis intoxicantes, quizas produzca
pocos cambios duraderos en la funcién hepatica. Sin embargo, si se consume de manera regular
da lugar a una constelacion de efectos adversos realcionados con la dosis que parecen resultar
principlamente de su metabolismo (Lieber, 1994). Aunque la desnutricién puede intensificar la
lesiéon hepatica, un estado nutricional excelente no previene la hepatitis alcohdlica ni su

degeneracion en cirrosis.
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La acumulacién de grasa en el higado ("higado graso”) es un suceso incipiente, y puede
producirse en sujetos normales después de la ingesta de cantidades relativamente bajas de
etanol. Esto se debe a la inhibicién tanto del ciclo del acido tricarboxilico como del de
oxidacion de la grasa, en parte por la generacion de NADH en exceso, por la accion de la
deshidrogenasa del alcohol (Goodman y Gilman).

El paso siguiente es el desarrollo de la “hepatitis alcohdlica", cuyo érgano aparece invadido
de linfocitos (Maxwell, 1984).

La ingestion regular de cantidades mas que moderadas de alcohol causa aumento de la
acumulacién de acetaldehido, en parte por reduccion de la actividad de su deshidrogenasa. Se
atribuyen varios efectos adversos al acetaldehido, entre ellos, el incremento de la peroxidacion
de los lipidos y lesién de membranas mitocondriales y celulares, agotamiento de glutation,
agotamiento de vitaminas y oligometales, en especial la piridoxina y la vitamina A, y
disminucion del transporte y la secrecion de proteinas a causa de la inhibicion de la
polimerizacion de la tubulina. Lo anterior explica la acumulacion de grasas y agua en el

higado, que progresa a la necrosis y fibrosis caracteristica de los higados cirrdticos.

4. Administracion del alcohol y modelos experimentales.

Los modelos experimentales permiten reproducir y estudiar la patogénesis del alcoholismo.
Uno de los principios fue clarificar los efectos del alcohol independientemente de las
consecuencias nutricionales producidas.

El desarrollo de modelos animales apropiados para los estudios sobre alcoholismo fue
importante (Boulton y col.,, 1992), y también para la elucidacién de los mecanismos
productores del sindrome de alcoholismo fetal (FAS) (Ledig y col., 1989). En este contexto, la
mayoria de las anomalias clinicamente observadas en asociacion con el consumo materno de
etanol, pudieron ser replicadas en los animales de experimentacién de vanas especies (ratdn,
rata, pollo, cerdo, perro, burro, mono). En particular, el ratén fue apropiado para el estudio de

los efectos teratogénicos del etanol, especialmente durante la gestacién (Randall y col., 1987).

. Modelos (Ward, 1987).
. Etanol en el agua de bebida.
Esta ruta es utilizada en forma preferencial ya que es el modo de consumo del humano. El

modelo de ingesta de etanol por bebida produce bajos niveles de alcoholemia. Este modelo ha
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sido utilizado para estudios de los efectos cronicos sobre el intestino, el corazén, y testiculo
(Zucoloto y col., 1984). La simplicidad es una ventaja (Lieber y col., 1989), aunque se ha visto
que los efectos nutricionales son dificiles de medir y controlar, y puede producir deshidratacion
cuando el etanol es administrado s6lo en el agua. La ingesta de altas dosis de alcohol es
reducida por la aprencion natural del animal. Como consecuencia el consumo es insuficiente
para sostener apreciables niveles de estanol en la sangre y causar dafio hepatico. atn con dieta
adecuada. A pesar de pocos inconvenientes, este modelo sirvié para determinados propositos
experimentales: estudio de efectos especificos independientemente de los cambios
nutricionales asociados. Este tipo de administracion puede producir la induccién del sistema
MEOS (Lieber y col., 1989).

. La administracion por inyeccion intraperitoneal o intravenosa.

Pueden servir para realizar estudios metabolicos en los cuales los parametros deben ser bien
controlados (dosis y tiempo de exposicion), y son generalmente utilizados para estudiar los
efectos agudos u cronicos de altas dosis de etanol, que incluyen dependencia fisica, dafio tisular
y teratogénesis por el alcohol (Lieber y col., 1985). También los efectos teratogénicos del
etanol se han demostrado en los animales de experimentacion luego de una dosis de 3 g/kg en
dias especificos de gestacién (Sulik y Johnston, 1983). Sin embargo, se ha criticado este modo
de administracion porque causa irritacion peritoneal.

. Infusion intragdstrica.

Se ha utilizado para alcanzar valores altos de alcoholemia (100-400 mg/dl) (Tsukomoto y col.,
1985), e inducir dependencia fisica. Con éste se estudiaron las acciones de corto plazo del
etanol sobre los lipidos hepaticos. No se ha usado por periodos mayores a 1 semana (Lieber y
col., 1989).

. Dietas liquidas.

Parecié el método mas adecuado para estudiar los efectos cronicos del etanol cuando son
necesarios controles nutricionales y elevados niveles de alcoholemia, dando el 35% de calorias
derivadas del etanol (% EDC) y alcanzandose 100-150 mg/dl de alcoholemia en los roedores
(Lieber y col., 1989; 1991). Sin embargo, se ha criticado este regimen liquido, ya que forzaria
al animal a consumir cantidades preestablecidas de ingredientes y no permite la natural
seleccion entre el alcohol y el alimento (Zucoloto y col., 1984). Ademas, se ha sugerido que se
reduce la biodisponibilidad del etanol en la dieta posiblemente debido a que el etanol se une a

algunos componentes de ésta (de Fiebre y col., 1994). Por otro lado el elimento en el estomago
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altera la farmacologia del etanol después de la administracién oral, y por eso a veces se debe
sustraer el alimento de los animales 15 hs antes de la administracion del etanol (el alimento en
el estdmago retrasa el momento del pico de alcoholemia y resulta en bajas concentraciones de
alcohol) (de Fiebre y col., 1994).
. Inhalacion.

Causa irritacion pulmonar con consecuencias secundarias (estres).
. Etanol in vitro y cultivos celulares.

Muchos investigadores han utilizado el cultivo celular para analizar en detalle los mecanismos

moleculares de accion del etanol (Gordon y col., 1987).

5. Funciones sexuales y reproductivas.

Se sabe que el alcohol disminuye la capacidad de reaccion sexual en varones y mujeres. Las

alteraciones funcionales principales se detallan en cada sexo.

5.1. Etanol y funcion femenina.

Los efectos pueden deberse a las acciones primarias sobre el sistema hipotalamo-hipofisario
via alteraciones en la secrecion de gonadotrofinas y/o efectos directos sobre el ovario (Yung v
Russfield, 1972).

a. Efectos a nivel central.

Parece que el efecto primario del consumo de alcohol es a nivel central (Mendelson y Mello,
1988). El alcohol puede alterar la actividad pulsatil de GnRH en las mujeres alcohdlicas que
presentan enfermedad hepatica. Suprime la liberaciéon de LHRH con la concomitante inhibicion
de la actividad secretoria de LH y FSH. La mujeres alcohdlicas presentan amenorrea con
niveles normales de prolactina (Valimaki y col., 1984), pero también se ha observado
hiperprolactinemia sin amenorrea (Valimaki y col., 1990). En algunos casos aparece

menopausea temprana (Gavaler, 1992)

b. Efectos a nivel periferico y gonadal.

Se ha visto en mujeres con cirrosis, severas anormalidades en el ciclo menstrual. El abuso de
alcohol y la dependencia causa severa disrupcion del ciclo menstrual en la mujer, incluyendo
amenorrea, anovulacion, disfunciéon del fase lutea, patologia ovarica y abortos espontaneos
(Valimaki y col., 1984; Mello y col., 1988; Harlao y Shiono, 1970; Hughes y col., 1980). Las

mujeres alcoholicas sin amenorrea, pueden tener ciclos anovulatorios o disfuncion de fase litea
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(Mello y col., 1992). La significancia clinica es el deterioro de la fertilidad o la prevencion de
la prefiez por abortos espontaneos.

La anovulacion puede deberse a la ausencia de pico de gonadotrofinas. La disfuncion de fase
lutea esta referida al acortamiento entre ovulacién y menstruacion. La inadecuada fase lutea se
da cuando los niveles de progesterona son bajos con largos intervalos entre ovulacion v
menstruacion. El alcohol al suprimir la FSH por elevacion del estradiol, durante la fase
folicular, retrasa la maduracion folicular y la ovulacion o produce disfuncion de la fase litea
(Mello y col., 1992; Hutz y col., 1990). El alcohol suprime la progesterona después de la
estimulacion con hCG (Teoh y col., 1990).

El alcohol altera la ovulacién y la funcion del ciclo estral en los modelos animales de
experimentacion de administracion cronica (Mello y col., 1983; Krueger y col., 1982). Ratas
hembras tratadas con etanol presentaron marcada disrupcién de la estructura ovarica y su
funcion (Valimaki y col., 1984; Mello, 1988). Los efectos del consumo de etanol dependen de
la dosis administrada la frecuencia y el periodo de exposicion.

Por otra parte, las acciones del etanol sobre la gameta femenina solamente se han estudiado
exponiendo los ovocitos en forma directa a distintas concentraciones de etanol. Asi, los
ovocitos de los mamiferos, arrestados en segunda metafase meiédtica, pueden ser activados por
el estimulo directo de la exposicion al etanol, lo que lo lleva al parcial o completo desarrollo de
un embridn partenogenético. La activacion del ovocitos por el etanol, causa un aumento
trasiente de calcio intracelular, que dura mientras permanece la exposiciéon al etanol
(Cuthbertson y col., 1981; Kaufman, 1983; Shiina y col., 1993).

Sin embargo, no se conocen trabajos sobre los efectos de la ingesta cronica o aguda del etanol

en la calidad de los ovocitos, ni tampoco de que manera el consumo de etanol puede alterar la

fisiologia del complejo cumulo ovocitario.

5.2. Etanol y funcién masculina.

La asociacién entre el consumo cronico de etanol y el fallo reproductivo en el macho esta bien
reconocida (Van Thiel y Lester, 1974; Gordon y col., 1979; Abel, 1980; Anderson y Willis,
1981; Heine, 1981). Las acciones del alcohol pueden ser sobre las neuronas hipotalamicas o
sobre la hipofisis y testiculo, y a su vez producir anormalidades en el metabolismo esteroideo
hepatico (Bannister y Lowosky, 1987).

La ingestion crénica en el varon puede causar impotencia, esterilidad, atrofia testicular y
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ginecomastia (Anderson y col., 1983). La feminizacin en los varones alcoholicos tiene un
doble origen. En primer lugar la lesion hepatica inducida produce hiperestrogenizacion v
reduccion de la tasa de produccion de testosterona. Y también, al incrementar la actividad de
las enzimas del reticulo endoplasmico hepatico, el etanol aumenta la tasa de inactivacion
metabolica de la testosterona. Los estudios clinicos han descripto varios grados de fallos
reproductivos en los alcoholicos (Van Thiel y Loriaux, 1979, Majumdar, 1979).

Pocos estudios han evaluado si estos cambios contribuyen o reflejan un fallo reproductivo o
en la fertilidad (Anderson y col., 1983). Los estudios se han realizados con machos adultos,
viendose que la fisiopatologia es dependiente de la dosis y la duracién de la exposicion.
Algunos estudios fueron realizados con machos inmaduros (Ficher y Levitt, 1980; Chiao y col.,
1981). Se sabe que la ingesta cronica de etanol retrasa la maduracién sexual del macho
(Ramaley, 1982; Anderson y col., 1987).

a. Efectos a nivel central.

El consumo cronico de etanol deprime los niveles de LH sérica (Salonen y Huhtaniemi,
1990). Sin embargo, el contenido de LH en la pituitaria apareci6 incrementado pof el alcohol o
sin cambio (Emanuele y col., 1990; Cicero y col., 1990). Esto sugiere la existencia de fallos a
nivel de la liberaciéon de LH, ya que el alcohol deteriora el trafico de la LH a través del
citoplasma (Hoek y Rubin, 1990). Es posible que el etanol pueda alterar la glicosilacion de la
LH, el ensamblado de las subunidades y la posterior secrecion. Ademas, el acetaldehido es
altamente reactivo a la tubulina, union que deteriora el funcionamiento de los eventos
dependientes de microtibulos, como el trafico y la secrecion (Tuma y Sorell, 1988).

Se han notado valores disminuidos de FSH en plasma pero no cambios en contenidos de la
pituitaria (Salonen y Huhtaniemi, 1990). Esto sugiere un bloqueo en la liberacion relacionado
con el trafico intracelular alterado.

También, el impacto a nivel hipotalamico del consumo de etanol es la inhibicién de la
secrecion de LHRH.

El alcohol produce hiperprolactinemia (Seilicovich y col., 1982, 1985; Soyka y col., 1991). El
mecanismo propuesto fue el incremento de B endorfina hipotalamica (Schultz y col., 1980) e

hipofisaria (Adams y Cicero, 1991) y la inhibicién dopaminérgica (Seilicovich y col., 1985).

b. Efectos a nivel gonadal y periférico.

La administracion crénica de etanol altera los niveles circulantes de la LH (Cicero vy Badger,



1977, Cicero y col., 1978, Mendelson, 1977), la testosterona (Cicero y Badger, 1977: Gordon,
1976) e incrementa la prolactina circulante (Ylikahiri y col., 1978). También se vio incremento
de la androstenediona (Gordon y col, 1979), disminucién del numero de receptores
gonadotroficos testiculares (Salonen y Huhtaniemi, 1990). Adicionalmente los pesos
testiculares reducidos (Van Thiel y col., 1979; Klassen y Persaud, 1978), morfologia testicular
alterada (Anderson y col.,1980) y actividad esteroidogénica (Gordon y col., 1980) ha sido
observada en los animales de laboratorio luego de la administracion crénica de etanol.

Se ha visto una caida en la testosterona al dia 5 de ingesta crénica de etanol, y declinacién
progresiva a lo largo de 4 semanas de consumo. Estos estudios confirmaron el efecto supresor
de etanol sobre la testosterona (Adams y Cicero, 1991). Se supone que disminuye la tasa de
produccioén, incrementa el clearance, y la conversion periférica de la testosterona a estradiol. El
metabolismo del etanol en el testiculo genera caida en el cofactor NAD, por lo cual se reduce la
esteroidogenesis. También la falta de citrato, glutamato y piruvato estan involucradas en la
caida de la testosterona (Orpana y col., 1990). Ademas, el alcohol incrementa la corticosterona
circulante via activacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, y la corticosterona actuando
sobre las células de Leydig puede inhibir la sintesis y/o liberacion de testosterona (Rivier y
col., 1990). Se ha demostrado que el alcohol incrementa la B endorfina en el fluido intersticial

testicular, lo cual también inhibe la testosterona (Adams y Cicero, 1991).

5.3. Etanol en la fecundacion y en el desarrollo embrionario.
a. Etanol en la fecundacion.

La inabilidad de un espermatozoide aparentemente normal para penetrar la zona pelucida esta
a veces asociado con anormalidades ovoplasmicas (1 o ningan cuerpo polar, etc) (Bedford y
Kim, 1993).

El etanol parece inhibir la capacitacion o la reaccion acrosomal (Anderson y col., 1981, 1983),
ya que interfiere con los mecanismos de transduccion de membrana para disparar la respuesta
intracelular (Hoek y Rubin, 1990). Los mecanismos por los que el etanol reduce la fecundacion
no estan bien claros. Se han postulado varias hipotesis: reduccion de la capacidad fecundante
de los espermatozoides epididimarios, incremento de anomalias morfolégicas, disminucion de
la motilidad, incompleta maduracién espermatica dentro del epididimo, o incapacidad del
espermatozoide de realizar capacitacion y reaccion acrosomal (Zaneveld, 1978).

Alternativamente, la espermatogenesis anormal puede producir espermatozoides
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metabolicamente deficientes, por ejemplo en el contenido enzimatico acrosomal (acrosina,
hialuronidasa), necesaria para la penetracién del ovocito (Zaneveld, 1975). También. se ha
sugerido que el etanol puede ser mutagénico cuando es ingerido cronicamente (Badr y Badr.
1975; Anderson y col., 1978; Mankes y col., 1982).

Los estudios con animales han demostrado que el etanol puede inhibir la fecundacién in vino
(Anderson y col., 1982) e in vivo (Joyce y col., 1982), posiblemente inhibiendo los procesos de
capacitacion espermaticos previos a la penetracion del ovocito (reaccién acrosomal v
capacitacion) (Rogers,1982). Por otro lado, se ha visto que la mujer consumidora tiene elevado
riesgo de infertilidad con consumo alto de etanol (Mello, 1988), v atin con moderadas dosis de
etanol puede afectarse la fertilidad (Grosdtein y col., 1994).

Los efectos del etanol crénico sobre la pubertad de las hembras son poco conocidos. En las
ratas hembras inmaduras, los efectos deletéreos de esta droga son el retraso de la apertura
vaginal, reduccion del peso ovarico y uterino (Bo y col., 1982). Sin embargo, los periodos de
desarrollo por los cuales los efectos del etanol pueden diferir en cuanto a la sensibilidad sobre
la gameta femenina y su fertilidad no han sido identificados. Por lo antes expuesto, se planted
estudiar los efectos de la ingesta prolongada de etanol moderado y bajo, de modo de buscar la
minima dosis que produce alteraciones en la fecundacion, y evaluar como influye cuando las
hembras fueran administradas con etanol durante la etapa de maduracion sexual (en edad
prepuberal). Adicionalmente, se examino la posibilidad que el periodo subcrénico de ingesta de

etanol pueda alterar la calidad de la gameta femenina.

b. Etanol en el desarrollo embrio-fetal.

El etanol es toxico y teratogénico para el desarrollo embrio-fetal en el raton, (Randall v
Taylor, 1979), dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicién (Lochry y col., 1982). No
esta claro hasta el presente si el alcohol o el acetaldehido, principal metabolito, es el teratdgeno
activo, ya que ambos son capaces de inducir anormalidades congénitas en las crias de madres
expuestas. El acetaldehido interfiere con el funcionamiento del aparato mitdtico/ meiético,
induce aberraciones cromosdmicas, intercambio de cromatidas hermanas y crosslinking entre
las cadenas de ADN (Natarajan y Obe, 1982). A veces, el sindrome de alcoholismo fetal se
presentd con cariotipos anormales. Asi se ha confirnado que el etanol es mutagénico,
principalmente por su metabolito el acetaldehido, en los roedores machos (Barilyak y

Kozachuk, 1981, Hunt, 1987) y hembras (Alvarez y col., 1980), siendo asi muy probablemente
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etanol son importantes dado que el patron de abuso de alcohol en la poblacién general es la
ingesta de moderadas y bajas concentraciones de alcohol.

Por otra parte, el cultivo in vitro embrionario (desarrollo in vitro) ha sido utilizado
ampliamente para estudiar las anormalidades morfoldgicas embrionarias. Por ejemplo, un
embrion partenogenético puede ser reconocido en el sistema in vitro (Winston y col.. 1991).
Ademas, el raton ha sido la especie de eleccion en los estudios de teratogenicidad del etanol
(Monis y Bavister, 1990).

- Consideraciones sobre el sindrome de alcoholismo fetal (FAS).

El FAS se describié de manera completa recientemente (Warren y Bast, 1988), y se ha
referido a un conjunto de disfunciones y alteraciones como la deficiencia de crecimiento pre v
postnatal, retraso en el desarrollo o deficiencia mental, microcefalia y comportamiento anormal
(Figura1.8).

El FAS se puede producir en el infante humano, cuando la madre fue consumidora de etanol
antes y durante la gestacion (Lee y Wakabayashi, 1985), durante la gestacion (Samson, 1981) o
en dias especificos de la prefiez (Sulik y col., 1981; Brannigan y Burke, 1982; Brannigan y
Cottel, 1984), por ejemplo durante la gastrulacién y organogenésis embrionaria (Ledig v col.,
1991, Randall, 1987, Simm y Murdoch, 1990, Webster y Ritchie, 1991).

El diagnéstico del FAS es realizado por diversas caracteristicas distintivas:

a) Retardo pre y postnatal: retraso en el crecimiento embrio-fetal, disminucién del peso y
tamafio, v/o circunsferencia craneana reducida a la décima parte de la edad gestacional normal
(Abel., 1982; Rosett y Weiner, 1984; Weinberg, 1985; Ginsburg y col., 1991).

b) Disfuncién del SNC: signos de anormalidad neuroldgica, retraso de desarrollo, deterioro de
la funcidn intelectual, sentido del peligro disminuido, falta de capacidad de funcionamiento
adulto independiente.

¢) Caracteristicas faciales dismoérficas: con por lo menos dos de tres de los siguientes signos:
microcefalia, micro-oftalmia y/o aberturas palpebrales cortas, nariz corta, angostamiento o
hipoplasia del labio superior, y/o aplastamiento del area maxilar (Rosett, 1980).

d) Disfuncion hormonal y metabdlica: inhibicion de la sintesis proteica, desbalances
hormonales, hipoglucemia, disturbios vitaminicos, cambios en el balance 4cido base (Maxwell.
1984).

¢) Disfuncion organica: defectos cardiacos, genitales externos anormales y anomalias de oido

medio (Day y col., 1991a, 1991b; Streissguth y col., 1991; Forrest y col., 1992; Larroque,
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1992), alteracion del sistema muscular, esquelético, falta de coordinacion, hiperactividad.

Estas caracteristicas pueden deberse en parte a un efecto inhibitorio directo del etanol (o del
acetaldehido) sobre la proliferacion celular embrionaria al principio de la gestacion. Puede
producirse también por desnutricion selectiva por lesion de la placenta (Fisher y col., 1981).
Ademés de las anomalias morfologicas y neuroldgicas tipicas, los nifios con el sindrome
manifiestan gran aumento de la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas, ya que
experimentan trastornos severos del sistema inmunolégico.

Debido a los efectos teratogénicos, la ingestion moderada de etanol esta contraindicada
durante la gestacion. Segun la poblacién estudiada, la incidencia del FAS completo varia entre
1:300 y 1:2000 de los nacidos vivos, y ocurre en un tercio de los nifios nacidos de madres que
consumieron mas de 150 g de etanol diariamente durante la gestacién. La menor cantidad de
alcohol ingerida que se ha juzgado relacionada con el FAS es de 75 m] al dia. Sin embargo aun

no esta claro si hay algun limite inferior seguro (Goodman y Gilman).

También se ha definido el FAE: efectos alcohélicos fetales, que es cuando la madre gestante
fue consumidora. Estos individuos presentan caracteristicas de anormalidad menos

pronunciadas o solamente algunas caracteristicas del FAS.



FIGURA 1.8
Sindrome de alcoholismo fetal en adolescentes y adultos
(Appelbaum,, 1995, Nu

A
k;'~

intelectual (bordeleana). Fotografiada al nacimiento, a los 9 meses, 5 y 14 afios. Presenta

persistente aberturas palpebrales, alargamiento nasal.

2. Figura media: Mujer adulta diagnosticada con FAS a los 4 afos. Nivel de 1Q:85-90.
Fotografiada a los 4,9,13 y 19 afios. Las manifestaciones faciales en este paciente, estan dentro
de las caracteristicas normales.

3. Figura inferior: Adolescente diagnosticado con FAS, con severo retardo. Fotografiado al
nacimiento, a los 5,10 y 14 afios. Se present6 deficiente crecimiento y microcefalia a lo alargo
de la vida. Con la edad, hubo un considerable crecimiento relativo de la nariz, que resulté en

borde nasal ensanchado.
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I1I- PROSTAGLANDINAS Y COMPUESTOS RELACIONADOS.

1. Introduccion.

Las prostaglandinas (PGs) son lipidos de importante actividad biolégica, derivados de 4cidos
grasos naturales, que se encuentran difundidos en varios tejidos de mamiferos. de invertebrados
y de vegetales (Morse v col., 1977). Se asign6 con el nombre de prostaglandina, a extractos de
la vesicula seminal que tenian actividad vasopresora y estimulante del miometrio,
presuponiendo un origen prostatico (Von Euler, 1936). En 1963 se diferencio6 v aislo toda una
serie de prostaglandinas, describiéndose sus estructuras (Bergstrom y Samuelson, 1963).

Las prostaglandinas presentan una gran cantidad de funciones siendo estas muy difundidas en
todos los sistemas bioldgicos. Actuan sobre la presion arterial, la agregacion plaquetaria,
provocan contraccion o relajacion de diversos musculos lisos, quimiotaxis y quimiocinesis de
células sanguineas. Tiene importante funciones en la lutedlisis, la ovulacién, la fertilizacion,
modulando efectos hormonales v de neurotransmision.

El equilibrio de sus concentraciones fisiologicas es importante. La presencia en exceso es
responsable de diversos desérdenes como procesos inflamatonos y alérgicos, alteraciones del
ciclo sexual y abortos. Su deficiencia puede conducir a trastornos en la presiéon arterial
(aumento) y traer infertilidad.

Las prostaglandinas se dividen en tres series de acuerdo con el grado de insaturacién de sus
cadenas laterales: serie I: derivada del acido dihomo-gamma linoleico, con una doble ligadura
en la cadena, la serie II: originadas del acido araquiddnico, con dos dobles ligaduras en la
cadena, la serie III: originadas a partir del 4cido eicosapentanoico, con tres dobles enlaces. Las
diferentes clases de PGs se definen a partir de la composicidn estructural del anillo pentano: A,
B,C,D,E, F, G, Hel, las cuales se distinguen entre si en el carbono 9. El subindice alfa o beta
describe la posicién estequemétrica en O del anillo ciclopentano (el grupo hidroxilo 9 de
PGF,,,, esta orientado por encima del plano del anillo). Para los tromboxanos se utiliza una

nomenclatura semejante, siendo la estructura basica el acido trombanoico.

2. Biosintesis de eicosanoides.

Los acidos grasos esenciales como el linoleico (C18:2) y el 4cido linolénico (C18:3) forman, a
través de elogacion y desaturacién, el acido dihomo-gamma-linolénico (C20:3), el acido

araquidonico (C20:4) y el acido 5-8-11-14-17-eicosapentanoico (C20:5), los que son sustratos
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para la sintesis de los eicosanoides (Figura 1.9).

Los acidos grasos de 20 carbonos, polinsaturados e hidroxilados constituyen los eicosanoides:
las prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs).

Aunque algunas familias de prostaglandinas derivan del acido dihomo-gamma-linolénico vy
del eicosapentanoico. la mayor parte de la sintesis y metabolismo esta limitada a los productos
del acido araquidoénico.

Los acidos grasos con dos o mas dobles ligaduras (linoleico y linolénico) pueden sufrir
desaturacién y elongacion para formar los sustratos de la biosintesis de prostaglandinas y

leucotrienos.

2.1. Cascada del acido araquidénico.

El acido araquidénico se origina a partir de los acidos grasos esenciales, estando gran parte
esterificado en pooles de fosfolipidos, trigliceridos y colesterol (Flower y Blackwell, 1976). Sin
embargo, el araquiddnico esterificado no es sustrato para ala sintesis de eicosanoides, va que
necesita ser liberado. La enzima PLA, regula la disponibilidad del sustrato, movilizandolo de
los pooles (Ramwell y col., 1977). La isoforma principal de la PLA,, presente en el citosol, es
fosforilada v asi translocada a la membrana a la cual se asocia de manera Ca™ dependiente
(Galser y col., 1993).

El araquidénico libre es rapidamente oxidado a través de dos caminos principales

independientes (fig 1.10).

- Camino de la ciclooxigenasa.

Se producen PGs, TXs y prostaciclina (PGI) por la catalizacién de la enzima prostaglandina H
sintasa (PGH) o ciclooxigenasa (COOX) (Behrman y Romero, 1992). Esta enzima presenta un
grupo hemo y cataliza la reaccion entre una molécula de acido araquidénico y dos moléculas de
oxigeno para formar el endoperdxido PGG,, el cual es reducido a PGH,. Estos intermediarios
son precursores directos de la PGE,, PGF,,,, PGD, PGIl,, TXA, y del acido
hidroxihepatadecatrienoico (HHT) (fig 1.11).

Se han descripto dos isoformas de la ciclooxigenasa: la COOX-1, que se expresa
constitutivamente, v la COOX-2, que es inducida en respuesta a endotoxinas, citocinas,

factores de crecimiento y esteres de forbol (DuBois y col., 1994).
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FIGURA 1.9

Relacion entre prostaglandinas, leucotrienos y acidos grasos esenciales.
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FIGURA I.10
Liberacion del acido araquidénico y metabolizacion por la via de la
ciclooxigenasa o de la lipoxigensa.
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FIGURA 1.11
Biosintesis de prostaglandinas y tromboxanos.
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- Camino de la lipoxigenasa.

Varios peroxidos intermedios son originados por el camino de las lipoxigenasas (15, 12 y 5)
(LOX). A partir del 5-HPETE (5 hidroxi-5,8,10,14 eicosatetraenoico) se origina el 53-HETE (5
hidroxi-5,8,11,14 eicosatetraenoico) y el LTA, (leucotrieno A4), el cual podra formar LTB,.
LTC,, LTD, y LTE, (fig 1.12) (Behrman y Romero, 1992).

2.2. Metabolismo de los eicosanoides.

Las células de los mamiferos son capaces de sintetizarlos en respuesta a diversos estimulos
(Harmis y col., 1979). Al ser liberados inmediatamente luego de su sintesis, son moduladores
autocrinos y paracrinos de la funcién celular, siendo rapidamente metabolizados.

La oxidacion enzimatica del grupo alcohol del carbono 15 y las reacciones hidroliticas
espontaneas de PGI, y TXA, a 6-ceto-PGF, ., y TXB, produce una rapida pérdida de actividad
biolégica de prostaglandinas y tromboxanos, respectivamente (Bendz, 1977).

La metabolizacion de la PGE, esta catalizada por la 15-hidroxi-prostaglandina deshidrogenasa
(Nakano y col., 1969), enzima regulada por diversas hormonas, especialmente por estrogenos.
La oxidacion es seguida de una reduccion catalizada por la 13 reductasa (Samuelsson y col.,

1971). Posteriormente, se producen dos oxidaciones para obtener el producto final (fig 1.13).

3. Prostagclandinas v el consumo cronico de etanol.

La actividad funcional del complejo cumulo-ovocitario (CCO) y el rol fisiologico de las
células de la granulosa en la regulacion y control de la calidad de los ovocitos, fue poco
estudiado (Sato y Koide, 1987). Se sabe que el cimulo o sus componentes pueden
directamente beneficiar las funciones espermaticas, promover la capacitacion (Bavister, 1982),
y/o la reaccion acrosomal (Boatman, y Robbins, 1991; Tesarik y col., 1988). Anteriormente se
ha explorado la liberacién de prostaglandinas del complejo CO de rata (Viggiano y col., 1990,
1992, 1995) y su influencia local sobre la motilidad oviductal (Wikremasinghe, 1988). Las PGs
pueden afectar la motilidad espermatica (Schiegel y col., 1981), la reaccién acrosomal (Joyce y
col., 1987) y los ensayos de penetracion en el hamster (Aitken y Kelly, 1985). La PGE, induce
sintesis folicular del acido hialurdnico, expansion del cimulo (Eppig, 1981) y maduracién del
ovocito en el ratén (Murdoch, 1988; Salustn y col., 1985; Cho, 1976).

Sin embargo, no esta bien documentado si las PGs pueden actuar directamente sobre los

ovocitos, si su accion esta mediada a través del fluido folicular o las células de la granulosa.
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FIGURA 1.12
Biosintesis de leucotrienos.
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FIGURA 1.13
Metabolizacion de la PGE,.
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Las mediciones de las PGs en el medio de maduracion pudieron ser importantes para la
evaluacion de la calidad de los ovocitos para la fecundacion. Pero, un desbalance en la
produccion relativa de eicosanoides puede ser observado en circunstancias patologicas.

Los efectos del consumo de etanol sobre el ovocito, las células del cumulo y la influencia
sobre la produccién de PGE por el complejo CO, no son conocidos. En este trabajo de tesis se
estudio la relacion entre los efectos deletéreos del consumo cronico de etanol sobre la sintesis
de PGE y la calidad de la gameta, siendo los niveles de produccion de la PG tomados como
indicadores de calidad.

Por otro lado, las prostaglandinas participan en la modulacién del desarrollo embrionario,
estando implicadas en los cambios de la fisiologia del utero y el cuerpo luteo durante la
gestacion temprana (Pratt y col., 1977; Reynolds y col., 1981), y también, regulan el transporte
de las gametas y embriones a través de tracto genital femenino (Viggiano y col., 1990).

Las prostaglandinas son requeridas en el proceso de extrusion (hatching) del blastocisto in
vitro (Baskar v col., 1981; Hartshome v col., 1991) en el raton. Se vio que la indometacina,
previene el hatching del embrion de la zona pelucida (Baskar y col., 1981; Van der Weiden y
col,, 1993). También las PGs estan implicadas en la expansion del blastocisto a través de
efectos sobre el transporte de agua (Barth y col., 1972). Estan involucradas en el inicio y
estimulacion de la implantacion, en el raton, rata y hamster (Kennedy, 1977; Uehara y col.,
1984). Los blastocistos forman la mayor fuente de PGs en el sitio de implantacién en el conejo,
en el dia 7 de prefiez (Pakrasi y Dey, 1982). También las PGs de los blastocistos median el
incremento de la permeabilidad vascular del endometrio (Hoffman y col., 1977; Kennedy v
col., 1980). La PGE, esta también involucrada en el inicio de la decidualizacién en la rata
(Holmes y Gordashko, 1977, Kennedy y Lukash, 1982), modulando el metabolismo del
epitelio endometrial, y alterando la liberacion de factores para la implantacion (Holmes y col.,
1990).

En el desarrollo embrio-fetal, también se ha visto que los niveles de PGs son importantes para
establecer funciones fisioldgicas normales. Asi, se ha descripto que la PGE, dada s.c. en dia 9,
12 o 15 de gestacion, en el ratén, incrementa la incidencia de crias con malformaciones
(Persaud, 1975).

La mayoria de las teorias sobre los mecanismos de teratogenicidad inducida por el etanol
postulan que ocurren cambios no especificos en la estructura de membrana.

Pero, los mecanismos de accion teratogénicos del etanol en los fetos permanece sin ser
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determinados. Se ha postulado que el etanol puede afectar la via metabélica de los acidos
grasos esenciales (EFA) y el metabolismo de las prostaglandinas (Horrobin 1980). Los estudios
se han focalizado en la produccion de PGE por el complejo tisular tero/embrionario (Anton y
col., 1988), cuando las madres fueron expuestas al alcohol.

Altos niveles de PGE alteran el curso normal del crecimiento y desarrollo fetal (Randall v
col., 1987a). Como se ha descripto que el etanol induce anormalidades en los niveles de
sintesis de prostaglandinas maternas y/o fetales (Randall y col.,1987b; Anton y col., 1990), se
sugirié que las PGs pueden estar involucradas en la etiologia de los defectos al nacimiento
(Horrobin, 1980), y que el sistema PG puede tener un rol en las acciones teratogénicas del
etanol.

Asi, se ha visto que los niveles de PGs en los fetos expuestos prenatalmente al alcohol, son
mas elevados que los normales. También, la exposicién materna del etanol durante prefiez
altera el catabolismo de las PGs (Randall y col., 1987a).

Sin embargo, no se conoce la capacidad de sintesis de PGE por embriones de
preimplantacidn, provenientes de hembras alcohdlicas, es decir, que no son expuestos durante
la gestacion. Entonces, se ha evaluado la sintesis de PGE por embriones de 2 células y
blastocistos producidos por desarrollo in vitro e in vivo, cuando las hembras fueron

administradas cronicamente con etanol en la fase preconcepcional.
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El estado actual del conocimiento acerca de los problemas del alcoholismo en la
reproduccion, permite aclarar multiples mecanismos de toxicidad que produce el etanol a nivel
reproductivo, tanto a nivel central como periferico, a nivel ovarico o testicular, en forma directa
o indirecta. Sin embargo, hasta la fecha son pocos los estudios realizados sobre los efectos
toxicos del etanol, administrado cronicamente en la fase preconcepcional e incluso
continuandose durante la prefiez temprana, hasta periodos postimplantativos. Ademas, bien se
ha establecido y descripto el sindrome de alcoholismo fetal (FAS), que es producido por altas
dosis de etanol en los periodos mas susceptibles de la gestacion, es decir, en la organogénesis y
neurulacion. Pero, escaso énfasis ha habido sobre los posibles efectos del consumo de alcohol
sobre el desarrollo embrionario de preimplantacion. Por otro lado, los efectos adversos del
etanol son dependientes de la dosis, la frecuencia y el tiempo de exposicion.

A la luz de estos antecedentes nos cuestionamos sobre la incidencia de la ingesta cronica de
etanol solamente en la etapa preconcepcional sobre el desarrollo preimplantativo, fase en la
cual el animal no fuera expuesto al toxico. Ningun antecedente de este modelo fue encontrado.
Sin embargo, se han publicado pocos casos clinicos sobre el alto riesgo de abortos espontaneos
en mujeres que consumen bebidas fuertes semanalmente. Se sabe que el etanol produce serios
dafios en la funcién ovarica y ovulatoria, pero un estudio completo sobre el fallo ovocitario y
los mecanismos involucrados no fueron descriptos. Solamente, se han planteado estudios sobre
los efectos directos de la exposicion del etanol sobre la gameta femenina. Parece mas estudiada
la fisiopatologia espermatica, en raton, aunque también faltan definiciones y profundizacion.
En este sentido comenzamos a estudiar también funciones espermaticas durante la capacitacion
y en la fecundacién in vitro, con machos tratados con etanol en forma crénica. Por lo tanto
nuestra hipétesis fue que el consumo crénico de etanol por hembras y machos de raton
produciria alteraciones en la fecundacion y el desarrollo ulterior del embrién en la fase
preimplantativa. Suponiamos que deberia definirse una dosis minima de etanol la cual no fuera

capaz de producir toxicidad.



Objetivos.

1. Establecer el grado de intoxicacién segin las diferencias de género, edad individual, y la

dosis minima deletérea de etanol utilizada en el raton.

2. Determinar las alteraciones producidas en las gametas, por la administracion crénica de 10, 5
y 2.5% de etanol durante 30 dias. de hembras murinas en la etapa de maduraciéon sexual v en
los machos adultos, y poder establecer la sensibilidad de la intoxicacién en cuanto a la

severidad de los efectos a nivel morfologico y a nivel de la sintesis de eicosanoides.

3. Estudiar si el tratamiento crénico de etanol moderado y bajo afectan la tasa de fecundacion

(in vitro e in vivo) y los eventos relacionados.

4, Establecer los efectos posteriores del consumo cronico pregestacional sobre el desarrollo (in
vitro e in vivo) del embrion preimplantativo, observando los niveles de toxicidad producidos
por las dosis empleadas, en lo referente al crecimiento embrionario general e individual (ritmo
de divisién y nimero celular por embrién), morfologia, capacidad de sintesis de prostaglandina

E, proceso de fragmentacion y pérdida embrionaria temprana.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS



1- ANIMALES Y TRATAMIENTOS.
1.1. Animales.

Se utilizaron ratones hibridos (C57B x CBA) F1 que fueron mantenidos con un regimen de
luz diaria de 14 hs. y temperatura controlada (25°C). Machos adultos de 75 dias de edad (peso
corporal promedio: 29.50 + 0.88 g) v hembras prepuberes de 30 dias de edad (peso corporal
promedio: 16.80 + 0.55 g) se separaron al comienzo del tratamiento y fueron colocados en

grupos de 3 a 5 por jaula. Se alimentaron con alimento balanceado Purina "ad libitum".

1.2. Tratamiento crénico con etanol.

Los animales fueron tratados con etanol (alcohol 96°) al 10, 5y 2.5 % m/v en el agua de
bebida durante 30 dias consecutivos. Los controles recibieron agua adicionada de dextrosa en
forma isocaldrica a la bebida etanélica. El acceso al alimento fue "ad libitum". El peso corporal

fue medido durante el periodo del tratamiento.

1.3. Tratamiento subcrénico con etanol.

Hembras de 30 dias de edad fueron separadas y mantenidas bajo condiciones controladas,
alimentadas con agua y comida "ad libitum" por 27 dias. El tratamiento con etanol comenzé a
las 10:00 del dia 27 con el agregado de etanol en el agua de bebida, y finalizé a las 10:00 del
dia 30 (72 hs de exposicion) cuando fueron sacrificadas. Los controles se realizaron como fue
descripto previamente. Las hembras se superovularon durante la exposicién a etanol (item

3.2.1).

2- MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios utilizados se muestran en la tabla II.1.

El medio de cultivo utilizado para la fecundacion fue denominado medio de fecundacién
(MF) (Whittingham, modificado por Fraser y Drury, 1975), adicionado con 3% de
seroalbumina bovina (BSA) (Sigma Chem.Co) y previamente equilibrado bajo atmésfera de
95% aire v 5 % CO, a 37°C. Para la preparacion del medio se utiliz6 agua para cultivo de
embriones esterilizada (Sigma Chem. Co.), y el medio se filtré (filtros Coming) bajo flujo
laminar.

El medio empleado para el cultivo de los embriones de preimplantacion fue el M16

(Whittingham, 1971, Sigma Chem. Co.), adicionado de BSA, que fue filtrado y equilibrado de
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la misma manera.
Para la recoleccion de ovocitos y embriones se utilizé M2 (Quinn y col., 1982).
Se prepar6 medio Krebs-Ringer para las incubaciones del complejo cumulo-ovocito v de

embriones.

3-METODOS GENERALES
3.1. Determinacion del consumo y la alcoholemia.
- Consumo.

Las calorias ingeridas por dia fueron estimadas por el valor calorifico de la dieta sélida
utilizada (2900 kcal/kg), teniendo en cuenta que la dextrosa contiene 3.8 kcal/g. La cantidad de
alimento consumido fue determinado diariamente por el peso entre el ofrecido y el remanente
no consumido. La cantidad de liquido diario ingerido fue determinada de la etanol (7.1 kcal/g)
fueron estimadas. Con estos datos los patrones de ingesta calorica diarios y el porcentaje de las

calorias derivadas del etanol (% EDC) fueron calculados.

- Alcoholemia.

Grupos separados de 5 machos adultos tratados cronicamente con etanol al 5y 10 % m/v, con
sus controles, fueron decapitados a las 22:00 del dia 29 y a las 6:00 del dia 30, para poder
detectar el grado de alcoholemia. La sangre troncal fue recolectada en tubos heparinizados
Eppendorf y mantenida a -70°C. Las determinaciones fueron realizadas con un cromatografo
gaseoso Hewlett-Packard (modelo 5840). Los niveles de etanol fueron cuantificados por curvas

estandards de concentraciones conocidas y fueron expresadas como mg etanol/dl sangre.

3.2. Técnicas de estudio de la gameta femenina.

3.2.1. Obtencidén de los ovocitos ovaricos y oviductales.

Con el fin de inducir la ovulacién (superovulacién), las hembras tratadas fueron inyectadas a
las 18:00 del diia 27 con 10 Ul de PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin, Sigma Chem.
Co.) via intraperitoneal, y a las 48 hs siguientes se inyectaron 10 Ul de hCG (Human Chorionic
Gonadotrophin, Sigma). Las hembras se sacrificaron por dislocacidn cervical a las 14, 16 y 20

hs posteriores a la hCG.

Los oviductos y los ovarios de cada hembra por separado se removieron y se colocaron en

capsulas de Petri con M2.
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TABLA II.1
Medios de cultivo (g/100 ml).

MF M16 M2
NaCl 0.5803 0.5533 0.5533
NaHCO, 0.2106 0.2101 0.0349
Glucosa 0.1000 0.1000 0.1000
KCl 0.0201 0.0356 0.0356
Na,HPO,.2H,0 0.0056
Penicilina 0.0063 0.0060 0.0060
Estreptomicina 0.0050 0.0050 0.0050
CaCl,.2H,0 0.0264 0.0252 0.0252
MgCl,.6H,0 0.0102 0.0293 0.0293
Rojo fenol 0.0013 0.0010 0.0010
BSA 3.0000 0.4000 0.4000
Piruvato de sodio 500 ml 0.0036 0.0036
Lactato de sodio 350 ml 0.2610 0.2610
KH,PO, 0.0162
HEPES 0.4969
. Medio Krebs (KRB):
Na" 145 mM Glucosa: 11 mM
K" 5.9 mM (pH 7.4)
Ca™: 22mM
Mg™ 1.2mM
CI: 127 mM
HCO;: 25 mM
SO : 12mM

PO, 12mM



. Ovocitos ovaricos.

Los foliculos maduros de cada ovario fueron cuantificados bajo microscopio binocular, y luego
punzados usando una fina aguja de 30-G y pinza de diseccion. Los ovocitos liberados fueron
lavados con micropipeta capilar y medio de cultivo para remover las células de la granulosa
adheridas. Cuando fue necesario, se utilizd hialuronidasa (0.1%, Sigma Chem.Co.) para
remover las células de la corona radiata. Los ovocitos fueron colocados en gotas de medio

limpio para ser cuantificados y calificados.

b. Ovocitos oviductales.

La ampolla del oviducto fue punzada con aguja y el complejo cumulo-ovocito (CCO) fue
liberado al medio M2 adicionado con hialuronidasa, para dispersar las células de la granulosa.
Luego de unos minutos los ovocitos liberados son inmediatamente lavados (tres veces) y
colocados en medio limpio para ser observados bajo microscopio invertido de contraste de
fase. Para realizar la determinacion del estado nuclear, los ovocitos fueron incubados en 100 ml
de medio con el fluorocromo vital Hoechst 33342 (0.5 mg/ml), cubierto con aceite mineral,
durante 1 hora en estufa gaseada a 37°C. Las observaciones fueron realizadas con microscopio
de fluorescencia, luego de montar los ovocitos en microgota con cubreobjetos y soporte de

parafina.

b.1. Morfologia ovocitaria del CCO.

A las 16 hs posthCG, el CCO de una hembra fue recuperado por ruptura de la ampolla y
colocado en 100 ml de M2, cubierta de aceite mineral. El complejo fue incubado durante 5-6 hs
en estufa gaseada para cultivo (37°C, 5% CO, en aire) para determinar si la calidad de los
ovocitos contenidos en la masa de células de la granulosa fue alterada durante las horas de
incubacion (in vitro). Al finalizar el tiempo de incubacion, las células de la granulosa fueron
dispersadas con hialuronidasa y los ovocitos libres lavados fueron observados bajo
microscopio invertido de contraste de fase.

b.2. Capacidad de sintesis de prostaglandina E por el complejo cumulo-ovocitario.

Estos estudios se detallan en el item 3.8.

3.2.2. Determinaciones cuanti v cualitativas.

La cantidad de ovocitos contenidos en los ovarios y en los oviductos de cada hembra fue
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determinada y luego clasificados como sigue.
a. Clasificacion morfologica celular.

Se utilizé microscopia Optica de contraste de fase. Los tipos de ovocitos se clasificaron en:
ovocito inmaduro (con vesicula germinal), ovocito normal (con primer cuerpo polar (I CP) y
apariencia citoplasmatica normal), ovocito anormal (con alteraciones morfolégicas), ovocitos
activados partenogeneticamente (con y sin II CP o embrién de 2 células de clivaje inmediato).
ovocito fragmentado (con vacuolizacion, fragmentos en espacio perivitelino o citoplasma
fragmentado), ovocito necrotico (con lisis citoplasmatica).

b. Clasificacion morfologica nuclear.

Con microscopia de fluorescencia se clasificaron en: vesicula germinal (VG), ovocito con
placa metafasica normal (metafase 11, maduro), placa metafasica anormal (disrupcién de placa
y cromosomas dispersos), ovocitos activados: con II CP y 1 PN, metafase III (Kubiak (1989),
cuando el ovocito arrestado en metafase libera el segundo cuerpo polar), activado con II CP y 0
PN (anucleado o con cromosomas dispersos (disrupcidn de placa), activado sin II CP + 1PN

(diploidizado), embridn de 2 células o de clivaje inmediato.

3.3. Técnicas de estudio de la gameta masculina.
3.3.1. Obtencion de espermatozoides.

Al cabo del tratamiento, los machos se sacrificaron por dislocacion cervical. Un epididimo
por animal se disecto del testis y se colocd en una caja de Petri con MF, en donde se cortd en
sus partes anatomicas: cabeza, cuerpo y cauda. Cada una se sumergio en una gota de 200 ml de
MF bajo aceite v se extrajeron los espermatozoides contenidos por cortes, bajo microscopio
binocular. La masa espermatica obtenida se dejo 5 min en estufa gaseada para facilitar su

dispersidn y asi efectuar el conteo espermatico.

3.3.2. Medicion de la concentracion espermatica.

El tejido remanente fue removido y la suspension fue homogenizada con pipeta. Una buena
muestra espermatica se caracteriza por presentar una éptima dispersién en el medio al cabo de
ese tiempo (Bavister, 1989). La concentraciéon de espermatozoides (spz) de las partes del
epididimo se determino con camara de Neubauer, realizando la dilucién (D) apropiada para en

conteo. Y se calculo mediante la siguiente formula:
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nro.cuadrantes contados (5)

3.3.3. Determinacién morfolégica.

Para evaluar alteraciones en la morfologia espermatica, se prepar6 una suspensiéon en MF de
espermatozoides contenidos en el cauda epididimario. Se realizo un frotis con una gota de la
muestra, se dejé secar v se sumergié en formol salino buffereado durante 15 min. Luego se
lavaron durante 15 a 20 min con agua destilada, y posterior al secado se tifien los portas con
solucién de Giemsa buffereada durante 90 min. Los lavados se efectuaron con agua destilada, y
las observaciones se realizaron con microscopia de campo claro a 1000 x bajo aceite de
inmersion. Las alteraciones morfoldgicas que se buscaron fueron: de cabeza (micro y
macrocefalia, amorfa, rotada, acéfalo, etc), de cola (quebrada, corta, etc), inmaduros (con gota
citoplasmatica), mixtos. Los calculos fueron efectuados sobre un total de 100 espermatozoides

contados.

3.3.4. Medicion de la motilidad

En el mismo procedimiento descripto, bajo camara de Neubauer y microscopio invertido la
motilidad espermatica de las partes del epididimo fue medida, determinando el porcentaje de
espermatozoides mdotiles, inmdtiles e hiperactivados. El patrén de hiperactivaciéon fue
identificado cuando se presentdé un gran movimiento del flagelo en forma de "latigo" siendo la
motilidad no progresiva intercalada con pequefios episodios de motilidad lineal progresiva
(Yanagimachi, 1994).

Con el fin de estudiar la evolucion de la motilidad de muestra espermatica durante un tiempo
de incubacién o de capacitacion in vitro, el cauda del epididimo de un raton fue cortado dentro
de una gota de 200 ml de MF cubierta de aceite, y luego de su dispersién por 5 min, se colocéd
en la estufa gaseada durante 2 hs, ya que el tiempo de capacitacion en el raton oscila entre los

90 y 120 min.

3.3.5. Determinacion de la reaccion acrosomal.

La técnica de estudio es por HOS-SPERMAC (Viggiano y col.), que permitié detectar
simultaneamente la presencia del capuchén acrosomal y la viabilidad espermatica. Spermac es
un kit de tres tinciones (A, B y C) y una solucion fijadora (formaldehido) (Tincién Spermac,

Stain Enterprises, Onderstepoort, Sud Africa). La tincion "C" (verde) es especifica y semi-
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contenidos nucleares.

Brevemente, desde los 0 hasta los 240 min cada 60 min, se tomaron alicuotas de 20 mi de la
suspension espermatica, y se colocaron en tubos Eppendorf con 200 ml de medio hipo-
osmdtico (MHOS= 7.35 g de citrato de sodio y 13.51 g de fructosa en 1 litro de agua
destilada). Se incubaron durante 1 h a 37°C. Finalizada la incubacion, las muestras se
centrifugaron a 500 x g durante 5 min y el pellet se resuspendi6 en 20 ml de MHOS. Las
suspensiones se extendieron en portaobjetos y se dejaron secar, inmediatamente después se
fijaron con 5% de formaldehido (v/v) durante 1 h. Luego de la fijacion, los extendidos se
lavaron tres veces en agua destilada, se sumergieron 1 min en la tinciéon "A", y 2 min en la "B’
y "C". Entre cada tincion, los preparados se enjuagaron en agua destilada. Se dejaron secar y se
examinaron (sin montar) bajo microscopio de campo claro a 1000 x con aceite de inmersion.
Con la tincién Spermac, la presencia del capuchdén acrosomal murino se revela como una
banda verde sobre la cabeza, y el nicleo se tifie de rojo (Herrero y ¢0l.1995). En las
observaciones, los espermatozoides viables como la presencia del capuchén acrosomal se
determiné en al menos 100 espermatozoides. El porcentaje de espermatozoides reaccionados

espontaneamente (en ausencia de inductor fisioldgico) (sin capuchon) se calculd para los

diferentes tiempos de incubacion y excluyendo los no viables.

3.3.6. Medicion de la vitalidad v viabilidad.

Con la tincion HOS-Spermac, se pudo distinguir simultaneamente los espermatozoides
viables (vivos), ya que estos presentan un patron de “"swelling” o hinchados, lo cual indica la
integridad de la membrana plasmadtica. Los espermatozoides hinchados, luego de 1 h de
incubacién en medio MHOS, presentan cola enrollada, o un pequeifio rulo en la punta de la
cola, o cola doblada sobre si misma. El porcentaje de espermatozoides vivos fue calculado
sobre un total de 100, para cada tiempo de capacitacion hasta los 240 min. Entonces la
viabilidad espermatica de la muestra quedd también determinada con la observacion a los 240

min.

3.4. Técnica de fecundacion in vitro
Una fecundacién exitosa depende de las condiciones de mantenimiento de los animales, de las
cepas utilizadas, del protocolo de estimulacién de la ovulacion, de la calidad de los ovocitos, de

una buena motilidad espermadtica, de la concentracion de espermatozoides durante la
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capacitacion y de la concentracion de inseminacion, ademas del medio adecuado utilizado.
3.4.1. Preparaciones previas.

El dia anterior al ensayo, se prepar6 el medio MF y se dejé en estufa gaseada. En cajas de
Petri Corning 60 x 15 mm se dispusieron gotas (100-150 ml) del MF, donde se colocarian las
gametas. Las gotas se cubrieron con 10 ml de vaselina liquida (Parafarm, Argentina) o aceite
mineral (Sigma) para evitar la evaporacion. El volumen de aceite queda estandarizado para
lograr una profundidad constante sobre cada gota y una tension de gas uniforme (O, y CO,).
Las cajas preparadas se incubaron en la estufa (5% CO, en aire, 37°C, pH 7.4) para lograr

equilibrio entre el MF y el aceite.

3.4.2. Preparaciéon de las gametas.

3.4.2.a. Suspension espermdtica.

En la mafana del dia 29, los machos se sacnficaron por dislocacion cervical. Un cauda
epididimario de un animal fue disecado v colocado en una gota de 200 ml de MF en capsula de
Petri, cubierta con aceite. Los espermatozoides se extrajeron efectuando cortes en el cauda bajo
microscopio binocular, y la masa densa se dejé dispersar por 5 min. El tejido remanente fue
extraido y la concentracion espermatica fue determinada. La suspensiéon espermitica fue
incubada (capacitacién in vitro) por 120 min en estufa de cultivo.
3.4.2.b. Obtencion de los ovocitos.

Al dia 27 del tratamiento las hembras fueron inyectadas para inducir la ovulacién, con 10 Ul
PMSG a las 18:00 i.p., y 48 hs mas tarde con 10 Ul de hCG. Las hembras se sacrificaron por
dislocacion cervical a las 16-17 hs posthCG, los oviductos de cada una se removieron y se
colocaron en caja de Petri con M2. Bajo microscopio binocular y en camara de flujo laminar,
los oviductos limpios se sumergieron en las gotas de MF antes preparadas (un oviducto por
gota de 150 ml). Para expulsar el complejo cumulo-ovocitos (CCO) la ampolla fue punzada.
Luego las capsulas fueron colocadas en la estufa hasta la inseminacion.
3.4.2.c. Inseminacion in vitro y evaluacion de la FIV.

Al cabo de los 120 min de incubacién de la muestra espermatica, los CCOs de dos gotas de
MF, provenientes de una hembra, fueron inseminados con 1-2 x 10° spz/ ml (cada una) que
provenian de un macho, de modo tal que los ovocitos de una hembra fueron inseminados por
los espermatozoides de un macho (un caso). Los grupos estudiados fueron:

Grupo I (C x C): ovocitos de hembras controles inseminados con espermatozoides de machos
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controles.

Grupo II (C x A): ovocitos de hembras controles inseminados con espermatozoides de machos
tratados (A).

Grupo III (A x C): ovocitos de hembras tratadas (A) inseminados con espermatozoides de
machos controles

Grupo IV (A x A): ovocitos de hembras tratadas (A) inseminados con espermatozoides de
machos tratados (A).

- Evaluacion de los eventos de la fecundacion

Los ovocitos fueron recuperados a las 5 horas post-inseminacion, y lavados para remover las
células del cimulo y los espermatozoides adheridos. Luego, los ovocitos de una hembra fueron
colocados en una gota de 100 ml de medio M16, cubierta con aceite, en donde se realizaron las
observaciones bajo microscopio invertido. En este momento, los ovocitos fueron cuantificados
y clasificados como: intacto, "activados" cuando se visualizé el segundo cuerpo polar (II CP),
fragmentados (con fragmentos citoplasmaticos), necréticos (con lisis citoplasmatica).

A las 7-8 hs post-inseminacion, una fraccion del total de ovocitos activados fue incubada en
100 ml de M16 con el fluorocromo Hoechst 33342 (0.5 mg/ml) (Sigma Chem.Co.) durante | h,
para examinar bajo microscopia de fluorescencia la formacion pronuclear. Entonces los
ovocitos fueron clasificados como: ovocito no fecundado, fecundado normal (con II CP y 2
PN), ovocito haploide activado partenogeneticamente (I CP y 1 PN), ovocito tripoide
(polispérmico, con I CP y 3 PN), v ovocito anucleado (OPN) (Figura I1.3).

Se calculd el promedio de los porcentajes individuales de cada hembra considerada, donde N

fue el nimero de hembras utilizadas, con los errores estandars (SEM).

3.5. Técnica de fecundacion in vivo.

3.5.1. Apareamiento

La superovulacion de las hembras fue inducida por inyeccién de 10 Ul de PMSG a las 15:00
del dia 27 de tratamiento, y 10 Ul de hCG 48 hs mas tarde. Inmediatamente después de la
inyeccion de hCG una hembra fue colocada en la jaula del macho que fue previamente
separado unos dias antes. El apareo fue confirmado mediante la presencia del tapén vaginal 14-
18 hs posteriores.

Los siguientes grupos fueron estudiados:

Grupo I (C x C): hembras controles apareadas con machos controles.
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Grupo IT (A x C): hembras tratadas (A) apareadas con machos controles.

3.5.2. Evaluacion de la fecundacion in vivo

Las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical 24-32 hs después del apareo: dia 1
de prefiez (dia 2 posthCG). Los embriones de 1 célula fueron recuperados en M16 lavando la
ampolla del oviducto de cada hembra, y fueron colocados en 100 ml de M16 limpio cubierto
con aceite. para su observacion con microscopia invertida. Cuando el medio que contuvo los
embriones se adicioné con Hoechst 33342 (0.5 mg/ml), se incubaron 1 h para observar la
morfologia nuclear, bajo microscopio de fluorescencia. En este caso se cuantificé: ovocito
fecundado (II CP + 2PN), ovocito activado sin fecundar: I CP + 1 PN, II CP + OPN (o
cromosomas dispersos), 0 CP + 1 o2 PN, embrion de 2 células de clivaje inmediato; ovocito
sin fecundar (con placa metafasica normal (metafase II), con placa metafasica anormal

(cromosomas dispersos), sin placa o anucleado) y ovocito fragmentado y/o necrotico.

3.6. Técnica de cultivo embrionario preimplantacional.

3.6.1. Cultivo embrionario.

Se evaluo6 el desarrollo in vitro de los embriones obtenidos por fecundacién in vitro. A las 5-6
hs postinseminacidn, los ovocitos y embriones recuperados de las gotas de MF, se lavaron y se
transfirieron a gotas de 100 ml de medio M16, cubierto con aceite, de modo que cada gota
contuvo los embriones de una hembra (un caso). Los embriones fueron cultivados durante 6
dias en estufa gaseada de cultivo, a 37°C. Los grupos estudiados fueron:

Grupo [ (C x C): embriones de hembras controles y machos controles.

Grupo II (C x A): embriones de hembras controles y machos tratados (A).
Grupo III (A x C): embriones de hembras tratadas (A) y machos controles.
Grupo IV (A x A): embriones de hembras tratadas (A) y machos tratados (A).

Se calculo el promedio de los porcentajes de embriones obtenidos, con sus errores, siendo n el
numero de animlaes utilizados.

3.6.2. Evaluacion del desarrollo in vitro.

- Cuantificacion general.
Los embriones fueron examinados diariamente aproximadamente a la misma hora, bajo
microscopio invertido de contraste de fase. Para poder comparar con los tiempos de desarrollo

in vivo, se tomd como referencia de partida la inyeccion de hCG, entonces en el dia 1 de
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empezo a cuantificar a partir del dia 2 (24 hs postinseminacion y 48 hs poshCG), cuando se
obtuvieron embriones de 2 células. Al dia 3: embriones de 2, 3 y 4 células. al dia 4: los
embriones estuvieron en estadio de mérula precompactada (8 células) y mérula compactada. Al
dia 5 se desarrollaron blastocistos tempranos (con blastocele inicial), blastocistos expandidos
(cavidad v embrion de mayor tamafio) y algunos embriones ain en morula. Al dia 6
aparecieron blastocistos "hatching" (escapando de la zona pelicida), ademas de blastocistos
expandidos v algunos tempranos. Al dia 7 los blastocistos obtenidos fueron "hatched" (salidos
de la zona pelucida).

- Calidad embrionaria.

La morfologia embrionaria fue examinada desde el dia 2 hasta el 6 de cultivo. Los embriones
anormales fueron cuantificados e incluidos en los calculos generales, siendo luego
disciminados y mostrados en una figura separada.

Alteraciones en la morfologia embrionaria fueron definidas como una combinacion de
factores relativos a la apariencia microscopica. Las siguientes anormalidades fueron tenidas en
cuenta: fragmentacion extracelular (presencia de pequefios fragmentos citoplasmaticos en el
espacio perivitelino); blastomeros no intactos, tamafio desigual de los blastémeros, blastdmeros
contraidos, blastdmeros decompactados, formacién anormal del blastocele (falso blastocele),
vesiculas en el trofoectodermo, pequefio maciso celular interno (MCI), lisis citoplasmatica o
fragmentaciones en el blastocele.

- Proceso de fragmentacion.

Los embriones u ovocitos fragmentados fecundados o no, con lists y/o fragmentacion total

fueron observados diariamente y cuatificados, de forma de poder comparar con los porcentajes

de embriones anormales hallados.

3.7. Determinacién del desarrollo in vivo preimplantacional.
3.7.1. Obtencién de los embriones.

Al dia 27 del tratamiento, las hembras fueron inyectadas (15:00 hs) para inducir la ovulacion,
como se describi6 previamente. Una vez inyectada la hCG, las hembras fueron apareadas con
los machos (una hembra y un macho por caja). Al dia siguiente se confirmo el apareamiento
por presencia de tapon vaginal. Las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical, y los

oviductos y uteros fueron colocados en capsulas de Petri con M2, separados por hembra. Cada
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oviducto y utero fue cuidadosamente cortado y lavado en gotas de medio, en donde bajo lupa,
se buscaron los embriones. Con ayuda de micropipetas capilares, los ovocitos no fecundados,
embriones intactos y otros fragmentados o necréticos fueron lavados v transferidos a gotas
limpias de M2 cubierto de aceite, y colocados inmediatamente en estufa para su posterior

observacion.

3.7.2. Cuantificacién tipolégica embrionaria.
La clasificacion y descripcion de los embriones aqui presentada, fue realizada utilizando

microscopia invertida de contraste de fase y la técnica de tincion nuclear de Tarkowski (item
3.7.4).

Los tipos de embriones recuperados fueron: en dia 2 (46-48 hs poshCG) del oviducto:
embriones de 2 células, en dia 3 (76-80 hs posthCG) del oviducto (notando que pudieron estar
en la union uterotubal): embriones en morula (8-16 células). En dia 4 (94-99 hs poshCQG),
lavando oviducto y utero, se encontraron: morulas (definidas hasta las 32 células), blastocistos
tempranos sin blastocele (desde 32 células, con vesiculizacién inicial citoplasmatica, que
indicd el comienzo de la cavitacion), blastocistos tempranos con blastocele visible, blastocistos
expandidos (con blastocele mayor y maciso celular interno (MCI) visible), blastocisto
"hatched" con blastocele visible, blastocisto "hatched” sin blastocele (se describid este tipo
como blastocisto colapsado implantativo, pareciendo ser la forma mas desarrollada cerca de las
100 hs posthCG). Por microscopia de contraste de fase: se distinguieron las variantes:
morula, blastocisto temprano con cavidad, expandido y "hatched” (con y sin cavidad).

Se calcularon para cada dia, los porcentajes de embriones encontrados para cada hembra y el
promedio general (n: nimero de hembras utilizadas). Se cuantifico el porcentaje total de
embriones por hembra como también la distribucién embrionaria utero-tubal a las 98-99 hs

posthCG (dia 4).

3.7.3. Observaciones cualitativas.

Por microscopia de contraste de fase se evalu6 la morfologia embrionaria y se detectaron
anormalidades morfoldgicas, descriptas como antes. No se realizaron esta observaciones en el
caso de blastocistos avanzados (ej. "hatched"), ya que este analisis requiere de otras técnicas no
utilizadas para este estudio.

Como se evaluo la vitalidad de los embriones, se adicioné a la gota de M 16 con los embriones



el fluorocromo Hoechst 33342 (0.5 mg/ml), que es coloracion vital, y se incubaron durante 1 h
en estufa. Luego se lavaron los embriones en medio y se montaron entre porta y cubre para

determinar su vitalidad con microscopio de fluorescencia.

3.7.4. Medicion del numero de nicleos embrionarios.

Los embriones separados de cada hembra, mantenidos en M16 en estufa, fueron
individualmente tratados con la técnica de Tarkowski, para determinar el numero de
células/embrién. En el caso de los embriones de dia 4, las mérulas tardias y blastocistos
tempranos sin cavidad, cuya apariencia fue muy similar al microscopio optico, fueron
montados en forma separada de los blastocistos con cavidad. Se definié el tipo de embrién
analizado cuando se realizo el recuento nuclear, y se tomo como criterio, que a partir de las 32
células (6to. ciclo celular) el embrion comienza la cavitacion, y por lo tanto se lo considerd
como blastocisto muy temprano. En este caso, se pudo visualizar el comienzo de la cavitacién a
partir de vesiculas pequefias en el citoplasma. Para el resto de los blastocistos (expandidos y
"hatched") se aplicé la técnica para realizar un recuento aproximado del nimero nuclear, asi se
calculéd que el MCI deberia contener del orden de 30 células. Estos datos son por lo tanto
inexactos debido a que esta técnica es inapropiada para estudiar el trofoblasto y el MCI, o
blastocistos muy avanzados.

La técnica de tincion nuclear consistio basicamente, en colocar los embriones en una gota de
citrato de sodio al 1 % (solucién hipoténica) por 10-15 min a temperatura ambiente,
dependiendo del estadio de desarrollo. Luego, los embriones son levantados con micropipeta y
colocados en el centro de un porta perfectamente limpio, siendo el diametro de esta gota no
mayor que 2 mm. El fijador, preparado previamente con 3 partes de metanol y 1 de acido
acético, es cargado en la micropipeta y expulsado sobre la gota de embriones del porta. Las
membranas celulares de los embriones desaparecen con este procedimiento y los nucleos
quedan fijados al porta. Posteriormente, una vez bien seco el preparado, si tifie con una
solucién de Giemsa (Merck) (3 partes de agua destilada: 1 parte de Giemsa) por 15 min, y se
lavan los portas con agua destilada. Las observaciones se realizaron con microscopia éptica

comun a 25y 40 x.

3.8. Medicion de la sintesis de eicosanoides.

3.8.1. Prostaglandina E del complejo cimulo-ovocito (CCO).
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A las 16 hs posthCG, las hembras controles y tratadas por 30 dias con 5 y 10 % de etanol.
fueron sacrificadas y los CCOs se obtuvieron por puncion de las ampulas oviductales dentro de
medio de cultivo. De cada complejo, el nimero de ovocitos contenido fue cuantificado bajo
microcopio con avuda de pinza y aguja de diseccion. El CCO de una hembra (una muestra) fue
incubado en 2 ml de solucion Krebs por 1 h, en bafio metabdlico con agitacion constante
(agitador modelo Dubnoff) a 37°C y una atmdsfera de 95% O,-5% CO,. Luego, la solucién de
incubacién fue acidificada a pH 3 con HCl 1 N y extraida 3 veces con un volumen igual de
acetato de etilo. Las muestras se secaron en estufa de vacio a temperatura ambiente, y fueron
guardadas a -70°C hasta las determinaciones por RIA.

- Radioinmunoensayo de PGE.

La PGE fue cuantificada con antisuero de conejo. Las muestra y todos los reactivos fueron
reconstituidos en buffer salino fosfato (PBS) 0.01 M (pH 7.4), que contuvo 0.15 M de NaCl,
0.1% de BSA y 0.1% de azida sodica. Las fracciones (100 ml) de los estandards y los extractos
de las muestras fueron incubados con antisuero (500 ml) por 30 min a 4°C. Luego de la adicién
del marcador (100 ml), la incubacion fue continuada por 60 min a 4°C. Las formas unidas y
libres se separaron con una suspension de carbon-dextran (1.0%, 0.1%, respect). La
sensibilidad de estos ensayos fue 10 pg/tubo. La reactividad cruzada de la PGE, fue 100 % con
la PGE, y menos del 0.1% con otras PGs. Las cantidades de PGE fue expresada en pg/ovocito,
porque el numero de ovocitos contenidos en la masa del cimulo provee el tamarfio del

complejo.

3.8.2. Prostaglandinas e hidroxidcidos del espermatozoide.

La técnica de radioconversion del [14C] acido araquidonico permite evaluar la capacidad de
sintesis de prostanoides e hidroxidcidos a partir del agregado de dcido araquiddnico exogeno.

El contenido de los epididmos caudales (6-9 x 10’ spz/ml) de los machos controles y tratados
por 30 dias con 5 y 10% de etanol se incubé en 1 ml de MF adicionado con 3% de BSA bajo
estufa de cultivo a 37°C durante 60 min. Luego las muestras se transfirieron a tubos cdnicos de
plastico de 5 ml (Comning), se agreg6 0.25 mCi de ["“C] acido araquidénico (52.9 Ci/mol; 1
Ci=37 GBq) (New England Nuclear) y se incubd durante otros 60 min en un bafo
termostatizado tipo Dubnoff bajo atmésfera de carbogeno (95% O?, 5% CO?) a 37°C.

Finalizada la incubacidn, los productos derivados de la lipoxigenasa se extrajeron tres veces

con 2 ml de acetato de etilo. Los extractos obtenidos se secaron con N,, los residuos se
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resuspendieron en 0.2 ml de cloroformo: metanol (2:1 v/v) y se sembraron en placa de silica
gel (cromatografia en capa delgada) a fin de separar los metabolitos derivados de la
lipoxigenasa formados durante la incubacién. Paralelamente se sembré el acido 5-hidroxi-
5,8,11,14-eicosatetraenoico (S-HETE) (Paesel, Frankfurt) como testigo. La corrida se realizé
en cuba cromatografica conteniendo una mezcla de solventes: acetato de etilo: isooctano: acido
acético: agua (76:67:20:100 v/v). Una vez corrida la placa y evaporado el solvente. el testigo se
revel6 con vapor iodado. Los Rf obtenidos para el acido araquidénico y el 5-HETE fueron 0.85
y 0.70 respectivamente. La placa se corté en segmentos de aprox. 1 cm, y se colocaron en
viales agregandoles 10 ml de liquido de centelleo LKB1214 Rackbeta. Los resultados
obtenidos se expresaron como porcentajes de conversion de radioactividad total de la placa (%
cpm en la placa).

Finalizada la extraccién de los productos de la lipoxigenasa y a fin de extraer los productos
derivados de la ciclooxi-genasa, el medio de incubacién remanente se acidificé con HCI 0.01
M hasta pH 3. Se agregd un volumen de acetato de etilo y se dejo en contacto a 4°C durante 18-
22 hs. Cumplido este periodo, se extrajo la fase superior y se realizaron dos extracciones mas
con igual volumen de acetato de etilo. Los extractos orgdnicos combinados se llevaron a
sequedad bajo atmosfera de N,. Los residuos de las muestras fueron eluidos con una mezcla de
cloroformo: metanol (2:1 v/v) y se sembraron en placas mediante capilares. Paralelamente, se
sembraron testigos auténticos de PGE,, PGF,,,, 6 cet-PGF,,,, y TXB, (Sigma Chem.Co). La
corrida se realizo en cuba cromatografica con 200 ml de benceno: dioxano: acido acético
glacial (60:30:3 v/v). La posicion de los testigos en la placa seca se visualizo con acido
fosfomolibdico (Sigma Chem.Co.) en etanol al 10% p/v, seguido de calentamiento a 110°C
durante 10 min. Los valores de Rf obtenidos fueron: 0.47 para PGE,, 0.35 para PGF,,,, 0.22
para 6-ceto-PGF,,, 0.57 para TXB, y 0.80 para el acido araquidénico. La placa se cortd en
segmentos y se colocaron en viales con 10 ml de liquido de centelleo. La radioactividad
presente se determind a las 24 hs siguientes en un contador de centelleo liquido LKB1214
Rackbeta. Los resultados obtenidos fueron expresados como porcentajes de conversion de

radioactividad total de la placa.

3.8.3. Prostaglandinas embrionarias.
La PGE de embriones de 2 células, de mérulas y de blastocistos, obtenidos in vitro e in vivo

fue determinada por radioinmunoensayo.
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- Obtencion de los embriones.

Al dia 27 de tratamiento con etanol, las hembras fueron estimuladas para inducir la ovulacion.
A las 16-17 hs posthCG, las hembras fueron sacrificadas y los CCOs fueron extraidos de los
oviductos para realizar "fecundaciones in vitro" y desarrollo in vitro (3.4 y 3.6).

Para la recuperacion de los embriones desarrollados in vivo, se procedié como antes (3.7). Las
hembras fueron apareadas al momento de la inyeccion de la hCG, y fueron sacrificadas al dia 2.
3y4 de desarrollo. Los embriones se recuperaron por lavado de los oviductos y uteros de cada
hembra.

Los grupos estudiados fueron:

Grupo I (C x C): embriones de hembras controles fecundadas con machos controles.
Grupo II (C x A): embriones de hembras controles fecundadas con machos tratados (A).
Grupo III (A x C): embriones de hembras tratadas (A) fecundadas con machos controles.
- Radioinmunoensayo.

Los embriones fueron colocados en 2 ml de solucién Krebs (aprox. 6 embriones por muestra
proveniente de una hembra:un caso). Se incubaron durante 1 h en bafio termostatizado tipo
Dubnoff, a 37°C y con agitacién, bajo atmoésfera de carbégeno. Finalizada la incubacién, la
soluciéon con HCl 1 N y extraidas tres veces con igual volumen de acetato de etilo. Los
extractos fueron secados bajo N, a temperatura ambiente, y el residuo fue mantenido a -70°C
hasta el RIA.

Se cuantificé la PGE utilizando un antisuero de conejo. Las muestras y todos los reactivos
fueron reconstituidos en PBS 0.01 M (pH 7.4), que contuvo BSA 0.1 %. Las fracciones (100
ml) de los estandards y los extractos de la muestras fueron incubadas con antisuero (500 ml)
por 30 min a 4°C. Las formas libres y unidas fueron separadas con una suspension de carbon
dextran. La sensibilidad de estos ensayos fue de 10 pg/tubo. La cantidad de PGE sintetizada y
liberada al medio fue expresada como pg PGE/embridn, siendo N el nimero de hembras

utilizado.

3.9. Fotomicrografia.

Las fotos de ovocitos y embriones que estuvieron en capsulas de cultivo fueron realizadas con
microscopio invertido "Olimpus” (IMT-2, WLWCD 0.30, Japan), utilizando luz blanca y con
camara automatica incorporada. La pelicula fue Agfapan 100 asas. Los ovocitos y embriones

montados en porta y tefiildos con fluorocromo se fotografiaron con microscopio Zeizz (Wets
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Gemmany), exponiéndolos a luz blanca y fluorescencia, con pelicula Kodak 1600 asas. Los
nucleos de los embriones fueron fotografiados utilizando pelicula Kodak 400 asas, con el

mismo microscopio.

4. ANALISIS ESTADISTICOS.

Para las comparaciones estadisticas entre dos tratamientos se utilizo la prueba "t" de Student
para muestras no apareadas. En los casos en que tres o mas tratamientos se compararon, se
realizé un analisis de la varianza, y se aplica e] test de Dunnett, para comparar con el grupo
control. Para algunos casos, de analisis de distribucion de frecuencias entre grupos se aplicaron
pruebas de X? de independencia.

En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. El N fue el
numero de animales utilizados (una muestra). Los resultados fueron por lo general expresados

como el promedio de los porcentajes individuales con el error estandard (SEM).



CAPITULO III

RESULTADOS



1. GRADO DE INGESTA Y DE INTOXICACION.

En varios estudios se determiné que el grado de consumo de alcohol es dependiente del
género, ademas de la susceptibilidad de la cepa y la especie utilizada como modelo. Es variada
la bibliografia acerca de los efectos metabdlicos dependiendo del grado de ingesta. Por lo
general los datos provienen de estudios en la rata, en los que la dieta liquida es la mas
comunmente utilizada. Determinaciones sobre el consumo, el peso corporal y el grado de
alcoholemia, se realizaron de modo de analizar el modelo en ratéon v mostrar el grado de

intoxicacion.

1.1. Consumo sélido, liquido y calérico.

El promedio diario de la cantidad de alimento sélido (g= gramos) v bebida (control
adicionada con dextrosa o con etanol) consumida por las hembras y los machos de raton fueron
medidos v expresados por kg de peso corporal.

Las hembras tratadas con etanol al 5% en el agua de bebida consumieron la misma cantidad
de alimento solido que las hembras controles, mientras que las hembras tratadas con etanol al
10% consumieron mayor cantidad de alimento (p<0.001) (Figura III.1.A). Esto se deberia a que
las hembras tratadas con 10% redujeron significativamente la ingesta de bebida etanodlica,
comparando con sus controles (p<0.05). Sin embargo, las hembras tratadas con 5% de etanol
también parecen beber menos que las controles (Figura III.1.B). No se observaron diferencias
en la cantidad de calorias totales (kcal) consumidas por las hembras controles y tratadas con 5 y
10 % de etanol (Figura II1.2).

En las hembras tratadas una porcidn calérica proviene de las derivadas del etanol. El porcentaje
de calorias derivadas del consumo de etanol al 5% fue 11.7% EDC , para el etanol al 10%:
27% EDC (Figura I11.2).

Los machos tratados con 5 y 10% de etanol mostraron el mismo patrén de consumo de
alimento sélido y liquido que las hembras, aunque en general los valores fueron menores
(Figura I11.3.A y B). Del mismo modo, las calorias totales consumidas por los machos fue
menor que en las hembras, con ambos tratamientos (Figura II1.4). Sin embargo, el % EDC en
los machos tratados con 5% es algo mayor que el de las hembras tratadas con la misma

concentracion etandlica (16.5%,).
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FIGURA III.1.A. Consumo solido de hembras tratadas
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FIGURA III.1.B: Consumo liquido de hembras tratadas con 5y 10% de etanol.
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FIGURA I1L2: Consumo calérico total y % de calorias derivadas del etanol (% EDC) en

hembras tratadas con 5y 10 % de etanol.

Kcal/kg/dfa

1400 ~ Etanol 5% : Etanol 10%.
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400 -
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Hemb.Contr. Hemb.Tratada. Hemb.Contr. Hemb.Tratada

Se midié la cantidad total de calorias ingeridas por las hembras (kcal/kg/dia), y se calculo el %

EDC: en las tratadas con 5 % de etanol fue 11.7% y con 10 % de etanol 27%.
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Comparando la cantidad de etanol ingerida (g/kg/dia) entre las hembras y los machos tratados,
se observo que las hembras tratadas con 10% de etanol ingirieron significativamente mayor

cantidad de la droga que los machos (Figura II1.5).

1.2. Peso corporal.

Se pesaron las hembras al comienzo del tratamiento, tomandose aquellas que teniendo 30 dias
de edad pesaron igual en forma aproximada. Entonces, 3-4 veces por semana se midio el peso
corporal. No se observo reduccién en el peso de las hembras tratadas con 5% de etanol,
solamente una leve caida en la ltima parte del tratamiento (Figura III.6.A), mientras que en los
machos no de observaron diferencias respecto a los controles (Figura II1.6.B).

Cuando se administré 10% de etanol, las hembras tampoco disminuyeron de peso comparando
con las controles, y solamente en el ultimo dia del tratamiento (figura I11.7.A).

Los machos tratados con 10% mantuvieron constante el peso hasta la ultima etapa del
tratamiento, que es cuando se observé una caida significativa respecto de sus controles (Figura

[11.7.B).

1.3. Alcoholemia.

Las mediciones de la concentracion de alcohol en sangre (mg/dl) fueron realizadas en los
machos (4). Primero se sacrificaron los animales a las 6:00 del dia 30 de tratamiento con 5 y
10% (estando los animales con actividad nocturna y consecuente alto consumo), y se encontro
que los niveles de alcoholemia fueron apenas detectados en los tratados con el 10%, y no
detectados en los tratados con 5% de etanol (Tabla III.1). Estos resultados permitieron suponer
que en las primeras horas de oscuridad los animales incrementarian el consumo y tendrian aun
alcohol poco metabolizado en la sangre. Por ello se sacrificaron a las 22:00 del dia 29 de
tratamiento. Se detectaron niveles mayores de alcoholemia (p<0.001) en los machos tratados

con 10% de etanol a las 22:00 hs que a las 6:00 hs (Tabla III.1).
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FIGURA II1.3.A: Consumo sélido de machos tratados con etanol al 5y 10%.
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FIGURA I11.3.B: Consumo liquido por machos tratados con etanol al 5y 10%.

(5)

ml/kg/dia
800
600 -
(5)
400
200 -
‘ N \\\\\\j
0 \\
Etanol 5 %.
- M Machos

control NN Machos tratadas I




FIGURA III.4: Consumo caldrico total y % EDC en machos tratados con 5y 10% de

etanol.
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El % de EDC fue calculado en cada uno, y resulté del 16.5 % en los machos tratados con 5 % y

del 26.6 % en los tratados con 10% de etanol.




FIGURA III.5: Cantidad total de etanol ingerido por machos y hembras.
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Se calcul6 la cantidad de etanol consumido por la bebida preparada con etanol al 5y 10%. Los
machos tratados con 10% consumieron menos cantidad de etanol que las hembras (p<0.05)

(Test de Student't).
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FIGURA IIL6.A: Variacién del peso corporal en hembras tratadas con etanol 5%.
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FIGURA 111.6.B: Variacién del peso corporal en machos tratados con etanol 5%.
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FIGURA IIIL.7.A: Variacion del peso corporal en hembras tratadas con etanol 10%.
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FIGURA II1.7.B: Variacion del peso corporal en machos tratados con etanol 10%.
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TABLAIIL1:  Alcoholemia (mg/dl).

Dia 29 Dia 30
22:00 hs 6:00 hs
Machos controles 0 0

Machos Tratados 5%

Machos Tratados 10%

no detectado

66.2 + 2.7 (4)

no detectado

45+ 2.5 (4)***




2. GAMETA FEMENINA.

2.1 Efecto del consumo crénico moderado y bajo de etanol sobre hembras inmaduras.
Dado que no fueron descriptas las alteraciones en el ovocito producidas por la ingesta cronica
de alcohol por periodos prolongados y alrededor de la etapa ovulatoria, se estudié la respuesta
ovulatoria que tenian hembras inmaduras al comienzo del tratamiento. cuando estas fueron
superovuladas. También, buscando el limite inferior de concentracién de etanol que pudiera

producir un efecto, se probo primero una dosis moderada (10%) y luego se redujo a 5 v 2.5%.

2.1.1. Respuesta cuantitativa a la inducciéon ovulatoria.

A. Consumo de etanol al 10%.

Cuando se cuantificaron los foliculos maduros intactos del ovario, a diferentes horas posthCG
(14, 16 y 20 hs), en las hembras tratadas con 10% de etanol, se vio que el numero de foliculos
maduros a las 14 hs posthCG fue similar en las hembras tratadas y en las controles. A las 16 hs
posthCG, resulté un incremento significativo en la cantidad de foliculos de las hembras
tratadas comparando con las controles (p<0.05). A las 20 hs, casi todos los foliculos fueron
ovulados en ambos grupos (Figura I11.8).

Cuando se determiné el niumero de ovocitos retenidos en los foliculos maduros, se observo
que a las 14 hs posthCG, el contenido fue similar en ambas hembras. Sin embargo, a las 16 hs.
un incremento de ovocitos foliculares fue encontrado en las hembras tratadas comparando con
las controles. A las 20 hs posthCG, el nimero de ovocitos retenidos en los foliculos de ambas
hembras fue similar (Figura I11.9.A). A las 14 y 16 hs, la cantidad de ovocitos ovulados de las
hembras tratadas fue significativamente menor que en las hembras controles (p<0.05), siendo
luego a las 20 hs posthCG, la cantidad ovulatoria similar en ambos grupos (Figura I11.9.B).
Estos resultados sugieren que la tasa de ovulaciéon de las hembras tratadas esta afectada
(disminuida) a las 16 hs posthCG ya que un niimero alto de ovocitos es retenido en los
foliculos maduros no ovulados. El consumo crénico de etanol al 10% produciria

maduracion folicular retrasada y ovulacion retrasada.

B. Consumo de etanol al 5%.

Dado que la administracion de etanol al 10% produjo menor tasa ovulatoria a las 16 hs
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posthCG, comparando con los controles. se disminuy¢ a la mitad la concentracidn de etanol en
el agua de bebida. Y se midi6 solamente a las 16 hs la cantidad de ovocitos oviductales por
hembra. Entonces, se encontré que las hembras tratadas con 5% de etanol ovularon menor
cantidad de ovocitos respecto de las controles (p<0.05) (Figura II11.10.A).

El tratamiento con 5% de etanol también produce una caida en la cantidad ovulatoria a

las 16 hs posthCGC.

C. Consumo de etanol al 2.5%.
Se prosiguié disminuyendo la concentracion de etanol, y finalmente se hallé que con 2.5% no
se encontraron diferencias significativas en la cantidad ovulatoria entre las hembras

controles v tratadas (Figura I11.10.B).



FIGURA IIIL.8: Numero de foliculos maduros en los ovarios por hembra.

No.Foliculos/hembr.
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Las hembras controles y tratadas fueron inducidas para ovular al final del tratamiento. A las
14, 16 y 20 hs posthCG, se sacrificaron y los ovarios fueron removidos en medio de cultivo
para cuantificar el nimero folicular bajo microscopio. Se calculé el promedio del numero de

foliculos/hembra. *: p<0.05 (tratadas vs. controles- Test de Student't).




FIGURA I11.9.A: Nimero de ovocitos ovaricos por hembra.
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A las 14 y 16 hs posthCG, se utilizaron 7 hembras y alas 20 hs, 5 ﬁembras.

FIGURA 111.9.B: Nimero de ovocitos oviductales por hembra.

No.ovocitos/hembr.

80 -
60 -
40 -
20 -
|
{
|
0+— ; ‘ * ‘
0 14 16 20 24
Hs.post-hCG
: 1
. —~ Hembr.Controles -+ Hembr.Tratadas. '

El nimero de hembras utilizadas fue el mismo que en la figura II1.9.A. *:P<0.05
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FIGURA III.10.A Respuesta ovulatoria cuantitativa a las 16 hs posthCG, de hembras

tratadas con etanol al 5%.
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FIGURA II1.10.B: Respuesta ovulatoria cuantitativa a las 16 hs posthCG, de hembras

tratadas con etanol al 2.5%.
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2.1.2. Respuesta cualitativa a 1a induccién ovulatoria.

Encontradas las tasas ovulatorias disminuidas en las hembras tratadas con concentracién
moderada y baja de etanol, en forma crénica, a las 16 hs, se postulé que estas alteraciones
podrian esta acompafiadas de anormalidades en los ovocitos recuperados, o por lo menos
podrian indicar algun tipo de efecto deletéreo sobre la gameta. Entonces. se estudi6
esencialmente la calidad citoldgica en cuanto a la morfologia ovocitaria, la calidad del
complejo cumulo-ovocito (CCO) representada por la capacidad de sintesis de PGE y los
ovocitos contenidos, y eventualmente la tipologia nuclear de los ovocitos oviductales.

Los tipos ovocitarios encontrados son mostrados en la figura II1.11 y III.12.

A. Consumo de etanol al 10%.
A.l. Calidad de los ovocitos libres.

Cuando los ovocitos ovaricos y oviductales se recuperaron a las 14 hs posthCG de las
hembras tratadas y controles, se vio que los porcentajes de los tipos de ovocitos ovaricos fueron
similares entre ambas. Pero en los oviductos de las hembras tratadas se hallé mayor porcentaje
de ovocitos inmaduros que en las hembras controles (p<0.05), y una disminucién significativa
en el porcentaje de ovocitos fragmentados y/o necroticos (Tabla I11.2) (Figura I1.1).

A las 16 hs posthCG, se encontré en el ovario que el porcentaje de ovocitos intactos
(morfoldgicamente normales) en las hembras tratadas estuvo elevado respecto del control
(p<0.05), y por lo tanto, aumento que estuvo acompaiiado de una disminucién significativa en
el porcentaje de ovocitos inmaduros. Es decir, los ovocitos que quedan retenidos en los
foliculos en las hembras controles son mayoritariamente inmaduros, mientras que en las
hembras tratadas los ovocitos maduros o intactos son casi la mitad de la poblacién encontrada
(Tabla III.3.A). En los oviductos de las hembras tratadas el porcentaje de ovocitos activados
espontaneamente (partenogenéticos) fue alto respecto del control (p<0.05), lo cual demostraria
una "sobremaduracion” de los ovocitos de la hembra tratada. Cuando los ovocitos oviductales
libres de las células del cimulo se incubaron con el fluorocromo Hoechst 33342, se observaron
los tipos nucleares que presentaron los ovocitos normales, anormales y activados (con I CP).
El porcentaje de ovocitos con placa metafésica anormal, es decir con los cromosomas dispersos
en el citoplasma, aunque bajo, se evidenci6 aumentado en las hembras tratadas comparado con
la ausencia en las controles (p<0.01). Estos ovocitos en general fueron anormales

morfolégicamente. Dentro de los tipos activados, se encontrd que los ovocitos con II CP y 1
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pronicleo (PN) eran los mas corrientes y entonces el porcentaje fue elevado con respecto a los
controles (p<0.05) (Tabla II1.3.B).

A las 20 hs posthCG, se pudo observar en los ovarios de las hembras tratadas un aumento
significativo de ovocitos intactos (p<0.01) y activados (p<0.05) comparando con los de los
controles, donde estas variantes fueron nulas ya que la mayoria se mantuvieron inmaduros.
Entonces, en las hembras tratadas el porcentaje de inmaduros fue mas bajo que en los controles
(p<0.05). Apovando estas observaciones, en los oviductos de las hembras tratadas se encontro

alta cantidad de ovocitos activados respecto de los controles (p<0.05) (Tabla II1.4).

A.2. Calidad del complejo cumulo-ovocitario (CCO).

Los CCOs se recuperaron de las ampollas oviductales a las 16 hs posthCG, por puncién en
medio de cultivo, para llevar a cabo dos estudios: a) calidad de los ovocitos contenidos luego
de 6 hs de incubacion del complejo entero en estufa de cultivo, b) capacidad de sintesis de

PGE por el complejo entero, al momento de su recuperacion (16 hs posthCG).

a). Calidad de los ovocitos del CCO (Tabla IIL.5).

A fin de conocer si los ovocitos contenidos en la masa de células de la granulosa del complejo
CCO sufrian algun tipo de alteracion citolégica luego de permanecer en cultivo 5-6 hs (sin las
influencias de factores oviductales), y suponiendo que las células del cimulo pudieran estar
afectadas por el tratamiento en cuanto a la regulacion que ejercen sobre la maduracion de los
ovocitos, los CCO recuperados de cada hembra se incubaron en estufa de cultivo. Luego, los
ovocitos sin las células del cumulo y lavados fueron observados y clasificados como antes. Se
encontré que el porcentaje de ovocitos intactos en las hembras tratadas se redujo ampliamente
(p<0.001) comparandolo con el de las hembras controles, debido a que la mayoria de los
ovocitos parecen haberse activado espontaneamente y otros fragmentado (p<0.001 y p<0.05),
comparando con los controles donde estos permanecieron en valores semejantes a los

encontrados a las 20 hs posthCG.



(VG)

2- INTACTO NORMAL
3- INTACTO ANORMAL

1- INMADURO
4- ACTIVADO

FIGURA III.11: Morfologia celular de los ovocitos.




5- EMBRION DE 2 CELULAS DE CLIVAJE INMEDIATO

6- FRAGMENTADOS

7- NECROTICOS
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FIGURA II1.12: Morfologia nuclear.

1- INMADURO (VG).

2- PLACA METAFASICA NORMAL
(Metafase II)

3- PLACA METASICA ANORMAL

4- ACTIVADOS:
1-IT CP + 1 PN (pronuclear).
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2. I CP+ 0PN (anucleado).
3. 0 PN + 1 PN (diploidizado).




TABLA I11.2: Calidad de los ovocitos libres a las 14 hs posthCG. Etanol al 10%.

OVARIOS OVIDUCTOS
Hemb.Contr.  Hemb.Trat. Hemb.Cont. Hemb.Trat.
N 5 5 5 3

Intactos 6.8£2.4 11.8+7.8 69.7+4.6 62.6£4.9
Anormales 8.2+2.9 3.7<1.8 24x1.5 3.6=1.5
Activados 6.1+4.6 6.3+2.4 17.0+3.8 18.8+2.5
Fragm./Mu 3.843.7 7.1£1.5 3.8¢0.5 *
Inmaduros 78.7+8.8 72.1£11.0 3.241.5 10.3£3.4*

Luego de la administracion de etanola 1 10% durante 30 dias, las hembras fueron superovuladas

y sacrificadas a las 14 hs posthCG. Los foliculos maduros se punzaron y los ovocitos se

recuperaron, para ser observados en microscopia de contraste de fase. Se clasificaron en:

intactos (ovocitos nommales maduros), anormales (con morfologia citolégica alterada).

activados (con segundo cuerpo polar, o embriones de 2 células de clivaje inmediato).

fragmentados/muertos, inmaduros (presencia de vesicula germinal). Los porcentajes y errores

(SEM) fueron calculados con el total de ovocitos recuperados por hembra (N: nimero de

animales utilizados).
Hemb.C.: hembra control. Trat. : tratada.

*: p<0.05 (test de Student't).



TABLA I11.3: Calidad de los ovocitos libres a las 16 hs posthCG. Etanol al 10%

111.3.A. Morfologia citologica.

Ovarios Oviductos
Hembras Control Hembras Hembras Control Hembras
Tratadas Tratadas
N 7 7 7 7
Intactos 98+64 370+ 8.5* 77.8+3.0 76.9+2.1
Anormales 3.2£32 2.8+28 1.1 £0.6 08+04
Activados 47+£39 11.5£5.6 10.1=1.5 13.6=1.3*
Fragm/Muecrtos 5546 78+24 74+16 6.1£2.0
Inmaduros 71.4£122 402+ 11.0* 3413 26+06

Los ovocitos recuperados a las 16 hs posthCG, de las hembras controles y tratadas fueron
observados bajo microscopio invertido y clasificados como antes (detalle en la tabla I11.2).

*: p<0.05, test de Student’s.




TABLA II1.3 : Calidad de los ovocitos libres a las 16 hs posthCG

111.3:B: Morfologia Nuclear

Hembras
Citologico “Nuclear
controles tratadas

Intactos y placa metafasica normal (MII) 789+£3.5 76.2+4.4
anormales

placa metafisica anormal 0 1.5+ 0.3 **
Activados IICP + 1PN 7.1£1.0 106=1.4*

MIII 1.8+1.2 1.7+0.8

IICP + 0PN 0.8=0.8 08=0.38

2 células (CI) 04=04 04=04

Los ovocitos libres de las células de la granulosa, provenientes de CCOs recuperados a las 16
hs posthCG de los oviductos, se incubaron en medio con el fluorocromo vital Hoechst 33342
durante 1 h en estufa de cultivo, para ser observados bajo microscopia de fluorescencia. Como
fue descripto en M v M, los ovocitos intactos y anormales (deformados) podian presentar placa
metafdsica normal (M II: metafase II) o placa anormal o cromosomas dispersos en el
citoplasma. Los tipos nucleares de los activados fueron: de segundo cuerpo polar + 1 pronuicleo
(PN), metafase III: (MIII) y con II CP, segundo cuerpo polar anucleado (OPN) o con
cromosomas dispersos, embrién de clivaje inmediato (CI). Se utilizaron 6 hembras controles y
7 tratadas.

*: p<0.05, **: p<0.01, Test de Student't.




TABLA 111.4:

Calidad de los ovocitos libres a las 20 hs posthCG. Etanol al 10%.

Ovarios Oviductos
Hembras Control Hembras Hembras Control Hembras
Tratadas Tratadas

N 5 5 5 5
Intactos 23.6+ 6.8 ** 750£1.8 782x29
Anormales 6.6+6.0 0.5+£0.5
Activados 13.0+5.3* 11.7£1.5 189+24*
Fragm/Muertos 112+£2.8 7314
Inmaduros 93.3+£6.6 63.3+10.0* 0.5+05

Los ovocitos recuperados del CCO a las 20 hs posthCG se clasificaron bajo microscopia como

ya fue indicado.

*: p<0.05, **: p<0.01, Test de Student't.
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TABLA III.5: Calidad del complejo cimulo-ovocitario. Etanol al 10%.

a. Calidad de los ovocitos.

Hembras controles Hembras tratadas
N 6 6
Intactos 845+42 38.9£6.6 ***
Activados 7.7x2.1 36.5+£ 2.9 **x*
Fragm./Mu. 7.6+3.0 245+58*

Las hembras fueron sacrificadas a las 16 hs posthCG, vy los CCO de los oviductos fueron
recuperados v colocados en medio de cultivo, para ser incubados por 5-6 hs en estufa gaseada.
Luego las células de la granulosa se dispersaron con hialuronidasa y los ovocitos libres lavados
se observaron bajo microscopio de contraste de fase. Se clasificaron como fue descripto antes.
N: nimero de hembras utilizado.

**¥: p<0.001, *: p<0.01, Test de Student't.



b). Capacidad de sintesis de prostaglandina E (Figura III.13).

Se ha propuesto al valor de sintesis de PGE como indicador de la calidad del complejo
cumulo-ovocitos. Por tal motivo se ha medido la PGE de los CCOs en el medio de incubacion.
Se ha encontrado que los CCOs de las hembras tratadas tienen la capacidad de sintesis de PGE
disminuida respecto de las controles (p<0.01).

Estos resultados estarian indicando que el tratamiento con etanol al 10% puede afectar
la fisiologia de las células de la granulosa del complejo y por ende la regulacion de la

calidad ovocitaria.

B. Consumo de etanol al 5%.

Se analizé la calidad de los ovocitos oviductales en las hembras tratadas con etanol al 5% sélo
a las 16 hs posthCG. Se tomd como antecedente la aparicién de alteraciones en la cantidad
ovulatona de las hembras tratadas con 10% de etanol en ese mismo horario, teniendo en cuenta

que el numero ovocitario de los oviductos es indicador de la cantidad retenida en los ovarios.

B.1. Calidad de los ovocitos libres.

De las hembras sacrificadas a las 16 hs posthCG, se extrajeron los oviductos, para recolectar
los CCOs de las ampollas en medio de cultivo. Luego de dispersar las células de la granulosa,
se encontro que habia un alto porcentaje de ovocitos activados partenogeneticamente en las
hembras tratadas respecto de las controles, en detrimento de la cantidad de inmaduros (p<0.05)
(tabla I11.6.A). Ademas, aumentd el porcentaje de ovocitos anormales comparando con las
hembras controles. Cuando se revisé la morfologia nuclear de los ovocitos aislados, se
encontr6 que una alta tasa de ovocitos anucleados (II CP + OPN) y embriones de 2 células de
clivaje inmediato eran evidentes en las hembras tratadas (p<0.05), comparando con los

porcentajes de las controles (Tabla I11.6.B).

B.2. Calidad del complejo camulo-ovocitos.
a). Calidad de los ovocitos del CCO.

Cuando los ovocitos estuvieron con las células del camulo en cultivo por 5 hs, se encontro
que las hembras tratadas con 5% de etanol, tenian alto porcentaje de ovocitos fragmentados
(p<0.01) respecto del control, los que justifica el descenso en la cantidad de intactos y la

similitud en el porcentaje de activados con el control (tabla II1.7).
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FIGURA II1.13: Calidad del complejo ciimulo-ovocitario. Etanol al 10%.

b). Capacidad de sintesis de PGE.
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Los CCOs de las hembras recuperados a las 16 hs se incubaron por 1 h en medio Krebs para
medir la sintesis y liberacién de PGE en el medio de incubacién por RIA. Se cuantificé la
cantidad de PGE en pg por ovocito, ya que el numero de ovocitos contenido en el cumulo es
indicador de su tamafio.

**x: p<0.001.
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TABLA I11.6: Calidad de los ovocitos libres a las 16 hs posthCG. Etanol al 5%.

111.6.A: Morfologia citolégica.

OVIDUCTO

Hembras Controles ~ Hembras Tratadas
N 6 5
Intactos 77.8+4.5 6749
Anormales 0.8+0.7 45+£1.7*
Activados 9.6%1.3 184+45*
Fragm./Mu 7.3+2.6 8957
Inmaduros 46=+1.5 06+06*

Las hembras se sacrificaron a las 16 hs posthCG y los ovocitos oviductales fueron

recuperados v observados bajo microscopia de contraste de fase. Se clasificaron como antes.

*: p<0.05, Test de Student't.
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Es decir, si los ovocitos de las hembras tratadas permanecian con las células del cimulo
in vitro por varias horas, la calidad ovocitaria también es alterada: el % de activados

disminuye debido a que la cantidad de fragmentados se eleva.

b). Capacidad de sintesis de PGE (Figura II1.14).
Como se ve en la figura. la cantidad de PGE sintetizada por los CCOs de las hembras tratadas

fue elevada significativa-mente respecto de la de las controles.

C. Consumo de etanol al 2.5%
Cuando las hembras se trataron con etanol al 2.5%, y se procedié de la misma manera para
analizar los ovocitos recuperados de los oviductos, no se encontraron diferencias significativas

en cuanto a los tipos morfoldgicos v nucleares clasificados, comparando con los controles

(datos no mostrados).

Los resultados hasta aqui presentados, indicarian que existe un limite inferior para la
concentracion de ctanol, consumido cronicamente en forma de bebida, que puede
producir efectos delctéreos en la tasa ovulatoria y en la calidad del ovocito (morfolégica y
nuclear). La concentracién minima téxica para cl ratén hembra es del 5% de etanol,

administrado durante 30 dias y comenzando la ingesta en edad prepuberal.

2.2. Respuesta ovulatoria en el consumo de corto término. Efectos comparativos.

Debido a que se indujo la ovulacién dentro de los ultimos dias del tratamiento cronico, se
penso que ese rango de tiempo de consumo (desde el dia 27 al 30) seria el que ejerciera los
efectos deletéreos y que las alteraciones encontradas anteriormente se deberian especificamente
a la acci6n del etanol consumido en ese plazo. Es decir, que los efectos se debieran al consumo
de etanol en los momentos de la ovulacién y no a la ingesta de largo término.

Como se encontro que la concentracion de etanol al 5% administrada cronicamente a hembras
que eran prepuberes al comienzo del tratamiento, producia alteraciones en la ovulacion y era
capaz de activar los ovocitos, analizados a los 30 dias de ingesta, se procedié a tratar en forma

subcronica a las hembras con la dosis del 5%.
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TABLA 111.6: Calidad de los ovocitos libres a las 16 hs posthCG. Etanol al 5%.

111.6.B: Morfologia nuclear.

Hembras
Citologico Nuclear
controles tratadas

Intactos v placa metafasica normal (MII) 78.6+4.5 71.1£5.0
anormales

placa metafasica anormal 0 0.75+0.6
Activados IICP + 1PN 62+1.0 43x25

MIII 1.8+1.2 2213

IICP + 0PN 1.2+1.2 7.6+23*

2 células (CI) 0.4+04 42+18*

Los ovocitos libres fueron incubados con Hoechst

42 por una h en estufa de cultivo, v

luego montados para ser observados bajo microscopia de fluorescencia. Los nommales v

anormales morfologicamente pudieron contener placa metafasica normal (metafase II: M II) o

placa anormal. Los activados pudieron ser también de varios tipos, como se indicé en la figura

11.2. Se analizaron 6 hembras controles y 4 tratadas.

*: p<0.05, test de Student't.
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TABLA II1.7: Calidad del complejo ciitmulo-ovocitario.

a). Calidad de los ovocitos.

Hembras Controles Hembras Tratadas.
N 6 5
Intactos 86.5=2.6 748 +£1.9 **
Activados 9818 142+2.6
Fragm./Mu. 3412 11.0£2.5 **

Los ovocitos del complejo cumulo-ovocitario fueron analizados luego que éste fue incubado
en estufa de cultivo por 5 hs.
N: nimero de hembras utilizado

**: p<0.01, test de Student't.



FIGURA III.14: Calidad del complejo cimulo-ovocitario.
b). Capacidad de sintesis de PGE.
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Los CCOs de las hembras recuperados a las 16 hs se incubaron por 1 h en medio Krebs para
medir la sintesis y liberacion de PGE en el medio de incubacion por RIA. Se cuantificé la

cantidad de PGE en pg por ovocito. **: p<0.01 (test de Student "t)




Entonces, se tomaron hembras adultas (de 60 dias) para homologar a la edad alcanzada al
cabo del tratamiento cronico. El tratamiento comenzé a la mafiana cuando se suministré la
bebida con etanol al 5%. A las 18:00 hs se indujo la ovulacion con PMSG y 48 hs mas tarde
con hCG. A las 16 hs posthCG, se sacrificaron los animales, de tal manera que éstas
consumieron etanol por 72 hs (subcrénico). Los ovarios y oviductos se recuperaron, para

analizar los parametros de ovulacién y calidad ovocitaria.

A. Tasa ovulatoria.

En la figura II1.15 se muestra que la cantidad de foliculos maduros sin ovular esta elevado en
la hembras tratadas respecto de las controles (p<0.05). También, cuando se analiz6 la cantidad
de ovocitos oviductales se vio que estaba significativamente disminuida en las tratadas, ya que
se retuvieron muchos en los foliculos maduros no ovulados, comparando con la cantidad de las

controles (figura I1I.16).

B. Calidad ovocitaria.

El tratamiento de corto término produjo altos porcentajes de activacidon espontanea y
fragmentacion en los ovocitos de las hembras tratadas, por lo cual resultd baja la cantidad de
ovocitos intactos, en el oviducto (Tabla I11.8), comparando con los controles. Y también, se

evidencio activacion ovocitaria elevada en los ovarios (p<0.05) de las hembras tratadas.

Estos resultados sugirieron que la presencia del etanol durante 72 hs y mientras la
ovulacion es inducida, puede afectar la cantidad y calidad de ovocitos, y que también

podria ser critico ¢l tiempo y periodo de consumo de etanol.



FIGURA II1.15: Foliculos maduros a las 16 hs posthCG en hembras tratadas con etanol

al 5% en forma subcronica.
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FIGURA II1.16: Cantidad ovocitaria ovirica y oviductal de hembras tratadas con etanol

al 5% en forma subcronica
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TABLA II1.8: Calidad de los ovocitos ovaricos y oviductales de hembras tratadas con 5%

de etanol c¢n forma suberodnica.

OVARIOS OVIDUCTOS

Hembras Hembras Hembras Hembras

Control Tratadas Control Tratadas
N 5 5 5 5
Intactos 106 +74 11.6£5.0 76.8 +3.7 44.8 =9 1**
Anormales 8.0=x5.1 79+29 1.60 £ 0.6 57033
Activados 26016 14.3 + 4.6* 109+ 1.6 32.0=10*
Frag/Muertos 420£42 123£55 68014 15.4 = 4.40*
Inmaduros 74.4 £ 8.0 53.7+£7.5* 3.70£ 23 1.80+1.80

Los ovocitos recuperados de los foliculos maduros no ovulados y los de las ampollas
oviductales fueron analizados bajo microscopia de contraste de fase, v clasificados y contados
como antes.

N: numero de hembras utilizadas

**: p<0.01, *: p<0.05, Test de Student't.
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. Conclusiones Parciales: gameta femenina.

- La tasa de ovulacién de las hembras tratadas con etanol al 10% fue reducida a las 16 hs
posthCG porque se produjo retraso en la maduracion folicular y en la ruptura de los foliculos

maduros.

- La tasa de ovulacion a las 16 hs posthCG de las hembras tratadas con etanol al 3% resulté

disminuida, siendo esta dosis la minima que produjo alteracién en la cantidad ovulatoria.

- El consumo de etanol al 10%, produjo sobremaduracién ovocitaria, evidenciada por altas
tasas de activaciéon partenogenética (Il CP + 1PN), ademas, de incrementar la tasa de
fragmentacion a las 20 hs posthCG. Los ovocitos intactos de las 16 hs posthCG tuvieron placa

metafésica anormal. La sintesis de PGE por el CCO fue reducida comparando con el control.

- El consumo de etanol al 5% produjo alta tasa de activaciéon partenogenética, siendo estos
anucleados con II CP y embriones de 2 células de clivaje inmediato. La cantidad de PGE

sintetizada por el CCO fue incrementada comparando con el control.

- El consumo subcrénico de etanol al 5% (72 hs) produjo alteraciones en la tasa ovulatoria
(disminuida) y incrementos mayores de la cantidad de ovocitos activados que en los
tratamientos crénico. El consumo subcrénico de etanol en el periodo periovulatorio parece ser

mas severo en cuanto a los efectos tdxicos sobre la gameta femenina.
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3- GAMETA MASCULINA
Efecto del consumo crénico moderado y bajo de etanol en machos adultos.

Algunos estudios previos analizaron los efectos del consumo crénico de etanol sobre ratones
machos desde el comienzo de la pubertad, viéndose que la ingesta prolongada afectaba la
maduracién sexual vy la funcién reproductiva. Entonces, se evaluaron parametros de la
fisiologia espermatica en machos que fueron adultos al comienzo del tratamiento. También. de
modo comparativo, se utilizaron las concentraciones de etanol al 10 y 5 % en el agua de bebida

administradas durante 30 dias.

3.1 Concentracion espermatica del epididimo.

Cuando los animales fueron tratados con 10% de etanol, el contenido espermatico del cauda
no fue afectado por el tratamiento, comparando con los machos controles (Figura II1.17.A).
Cuando se utilizoé 5% de etanol como tratamiento, se analizé la concentracién espermatica en la
cabeza, cuerpo y cola epididimarios, de modo de verificar la falta de efecto con la dosis mayor.
No se hallaron entonces, diferencias significativas entre los animales tratados y controles

(Figura 111.17.B).

3.2. Morfologia espermatica.
No se encontraron alteraciones en la calidad de los espermatozoides de los machos tratados
respecto de los controles, en cuanto a malformaciones de cabeza, cuello o cola, con ambos

tratamientos (datos no mostrados).

3.3. Motilidad espermatica epididimaria.

La figura II1.18.A y B muestran que ninguna dosis de etanol administrada a los machos pudo
disminuir el porcentaje de motilidad espermatica caudal. Sin embargo, con 5% de etanol los
machos tratados manifestaron motilidad reducida en la cabeza epididimaria respecto de los

controles (I11.18.B).
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FIGURA III.17.A: Concentracion espermatica en el cauda de machos tratados con 10%

de etanol

7
SPZ x 10 /ml
20

15 4

(8) (8)
10 1

. I Machos Controles W Machos Tratados

FIGURA II1.17.B: Concentracién espermatica en el epididimo de machos tratados con

5% de etanol
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FIGURA II1.18.A: Motilidad espermatica en el cauda de machos tratados con 10% de

etanol
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FIGURA II1.18.B: Motilidad espermaitica del cauda de machos tratados con 5% de

etanol.
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. Conclusiones Parciales: gameta masculina

. Estos resultados sugieren que el consumo moderado y bajo de etanol en forma crénica,
no altera de modo importante o significativo los parimetros de concentracion y motilidad

espermatica en el epididimo.

. Estos datos no anularian otros estudios ya que puede existir la posibilidad de que se
evidencien alteraciones cn la fisiologia espermatica relacionada con la capacitacion y la

fecundacién en otro sistema de incubacion (a menores concentraciones espermaticas).



4- FECUNDACION

Efecto del consumo créonico moderado y bajo de etanol en hembras inmaduras y machos

adultos.

Debido a que los resultados encontrados sugirieron que el consumo crénico con 10y 5% de
etanol produce alteraciones en la calidad de los ovocitos, cuando las hembras ingerian alcohol
desde la edad prepuberal, se propuso que la tasa de fecundacién estaria afectada por los
tratamientos. Tampoco se sabia si los porcentajes de fecundidad podian ser reducidos en forma
significativa, dependiendo de la dosis empleada. Entonces, se evalud si estas alteraciones
ovocitarias representaban alguna barrera para ser fecundados, o si la calidad ovocitaria
postinseminacion estaba afectada posteriormente a la interaccién gamética. Ademads, se analiz6
en el sistema de capacitacion in vitro, como parte del proceso de fecundacidn, si algunas

funciones espermaticas estaban modificadas.

4.1. Fecundacion in vitro.

4.2.1. Capacitacién in vitro.

La motilidad espermatica, la reaccidon acrosomal en especial, ademas de la concentracidn de
inseminacion, la viablilidad y factores espermaticos, se sabe que son parametros importantes
que intervienen en el proceso de fecundacion del ovocito. Nos hemos propuesto el estudio de
algunos de estos eventos como parte de la etapa de capacitacion in vitro. Determinamos los

efectos de 1a ingesta de etanol al 5 y 10% sobre las funciones espermaticas.

4.2.1.a. Motilidad.

Los espermatozoides se incubaron en MF, en estufa y se evalué a los 60 y 120 min la
motilidad e hiperactivaciéon espermatica. El nimero de animales utilizados se muestra en cada
figura.

A. Consumo de etanol al 10% (Figura II1.19).
Se pudo observar que la motilidad general y los porcentajes de hiperactivaciéon (que fue

aumentando con el tiempo) fueron similares entre los machos controles y los tratados (Fig.19.A

y B).
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B. Consumo de etanol al 5% (Figura I11.20).
También en este caso, los valores de motilidad e hiperactivacion no variaron en los machos

tratados respecto de los controles (Fig. A y B).

4.2.1.b. Reaccion acrosomal (Figura 111.21).

Del mismo sistema de incubacién se tomaron alicuotas de la suspension para medir la
reaccion acrosomal espontanea.

A. Consumo de etanol al 10% (21.A).

El porcentaje de espermatozoides reaccionados vivos en los machos tratados fue similar al de
los controles a pesar que al tiempo 0 min se detecté un incremento significativo en el
porcentaje de reaccionados, respecto del control.

B. Consumo de etanol al 5% (21.B).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre los animales controles vy tratados.

4.2.1.c. Vitalidad y viabilidad (Figura 111.22).
A. Consumo de etanol al 10% (22.A).

El porcentaje de espermatozoides vivos (vitalidad) en los machos controles fue alrededor del
60%, manteniéndose estos valores a lo largo de 240 min (viabilidad por 240 min). Se pudo
observar que los machos tratados tuvieron semejantes valores de vitalidad en los primeros
tiempos de incubacion, pero luego caen en forma significativa en los ultimos (180 y 240 min)
respecto de los controles. Entonces, la viabilidad fue menor para los tratados.

B. Consumo de etanol al 5% (22.B).

Cuando se administré menor concentracion de etanol, la vitalidad espermatica de los machos

tratados se mantuvo semejante a la de los controles hasta los 180 min, pero luego se observd

una reduccion significativa en la cantidad de espermatozoides vivos (240 min).
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FIGURA II1.19.A: Motilidad espermitica en los machos tratados con etanol al 10%.
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FIGURA III.19.B: Hiperactivacién espermatica en machos tratados con etanol al 10%.
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FIGURA II1.20.A: Motilidad espermitica en machos tratados con etanol al 5%.
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FIGURA II1.20.B: Hiperactivacion espermatica en machos tratados con etanol al 5%.
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FIGURA III.21.A: Reaccion acrosomal en machos tratados con etanol al 10%.
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FIGURA II1.21.B: Reaccion acrosomal en machos tratados con etanol al 5%.
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FIGURA II1.22.A: Vitalidad y viabilidad en machos tratados con etanol al 10%.
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FIGURA II1.22.B: Vitalidad y viabilidad en machos tratados con etanol al 5%.
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4.2.1.d. Biosintesis de eicosanoides (Figura I11.23).

Se habia demostrado que las prostaglandinas ovocitarias participan en proceso de
fecundacion, interviniendo especificamente en la reaccién acrosomal. También. se pudo
determinar que los espermatozoides de ratén son capaces de sintetizar PGs e hidroxiacidos. Los
productos mayoritarios encontrados fueron la PGE2, producto derivado de la ciclooxigenasa. ¥
el 5-HETE producto derivado de la lipoxigenasa.

Con el proposito de estudiar si las diferentes dosis de etanol eran capaces de producir efectos
deletéreos sobre la sintesis de eicosanoides espermaticos, los espermatozoides caudales se
incubaron durante 60 min en MF. El metabolisno del acido araquidonico exdgeno se determind
luego de otros 60 in de incubacion. La sintesis de eicosanoides se consideré significativa

cuando el porcentaje de cpm en la placa fue superior al 1%.

A. Consumo de etanol al 10% (23.A).
Los espermatozoides de los machos tratados con 10% de etanol, mostraron porcentajes de
sintesis de 5S-HETE mayores que en el control (p<0.05). La sintesis de PGE, fue similar al

control.

B. Consumo de etanol al 5%. (23.B).
Tampoco fue alterada la sintesis espermatica de PGE, por el tratamiento, comparando con los
controles. Sin embargo, el porcentaje de sintesis de 5-HETE fue reducido en forma

significativa en los machos tratados respecto de los controles.

. Conclusiones Parciales.: capacitacion in vitro.

Estos resultados demostrarian que, en los sistemas de capacitacion estudiados, no se
evidenciaron alteraciones espermaiticas en cuanto a la motilidad, reaccién acrosomal
espontanea, la viabilidad temprana y sintesis de prostaglandina E, con las dosis de etanol
del 10 y 5%. Solamente se encontré afectada la sintesis del producto de la lipoxigenasa (5-
HETE) con ambos tratamientos. En este caso, se podria pensar en algun tipo de respuesta

bifasica dependiente de la dosis ingerida de etanol.
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FIGURA II1.23.A: Sintesis de eicosanoides espermaticos en machos tratados con etanol al

10%.
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FIGURA 1I1.23.B: Sintesisde eicosanoides espermaticos en machos tratados con etanol al

5%.
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FIGURA I11.24.3: Evaluacion de la fecundacion

A. 5 hs post-inseminacion.
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I11.24.B. 7 hs post-inseminacion (Fluorescencia: Hoechst 33342)

Ovocito fecundado
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4.2.2. Fecundacién: evaluacion de los eventos postinseminacion.

4.2.2.a. Activacion ovocitaria.

En la figura I[1.24.A se muestran los tipos de ovocitos evaluados a las 5 horas
postinsemninacion.

Los resultados se detallan en la tabla II1.9. A las 5 hs postinseminacion. se examiné la
extrusion del segundo cuerpo polar (I CP) (activacién) en los ovocitos de una hembra.
inseminados con espermatozoides de un macho. Se vio que el porcentaje de activacion decrece
significativamente cuando los ovocitos de hembras tratadas con etanol al 10% fueron
inseminados con espermatozoides de machos controles o tratados (grupos A x C y A x A),
respecto del grupo control. También, cuando se administr6 etanol al 5%, la tasa de activacion
ovocitaria disminuy¢ significativamente cuando las hembras fueron tratadas (A x Cy A x A).
Dado que con etanol al 2.5% no se observaron diferencias entre el control y el grupo de

hembras tratadas (A x C), tampoco se analizaron los gruposCx Ay A x A.

4.2.2.b. Formacion de proniicleos (Tabla 1iI.10).

A las 8 hs postinseminacion, los ovocitos activados fueron incubados con fluorocromo
Hoechst 33342 durante 1 h, v observados bajo microscopio de fluorescencia. La presencia de
3PN (triploides o poliespérmicos) y anucleados (OPN) fue baja en todos los grupos con los tres
tratamientos. Cuando las hembras fueron tratadas con etanol al 10% el porcentaje de ovocitos
verdaderamente fecundados (II CP + 2PN) fue menor que en el grupo control (p<0.01), aunque
estos ovocitos estuvieran inseminados con espermatozoides de machos controles o tratados. El
porcentaje de ovocitos activados haploides (1PN) estuvo aumentado en estos dos grupos.
También, cuando se administré etanol al 5%, se observé mayor tasa de activacion
partenogenética en los grupos con hembras tratadas (A x C y A x A) respecto del control,
disminuyendo por eso la tasa de fecundacién efectiva (p<0.01). Con etanol al 2.5% no se

encontraron diferencias entre grupo control y el de hembras tratadas (A x C).

4.2.2.c. Calidad ovocitaria postinseminacion (tabla I11.11).

Cuando se recuperaron los ovocitos a las 5 hs postinseminacion, se evalud la cantidad de
fragmentados y/o ovocitos necroticos o muertos. Con etanol al 10% el porcentaje de ovocitos
degenerados, estuvo incrementado significativa-mente en el grupo A x A respecto del control.

Lo mismo ocurrié con la cantidad de fragmentados/necréticos con etanol al 5% (p<0.05). Es de
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notar que la cantidad registrada de ovocitos fragmentados en la hembras tratadas con 10% fue
algo mayor que con la dosis de etanol de 5%. Con etanol al 2.5 % no se observaron diferencias

en el grupo estudiado (datos no mostrados).

. Conclusiones Parciales: fecundacion in vitro.

Estos resultados estarian mostrando que el consumo crénico de etanol al 10 ¥ 5%,
produce menores tasas de fecundacion in vitro cuando las hembras fueron tratadas,

debido a que:

1) muchos ovocitos de hembras tratadas no pueden ser activados por espermatozoides

(inseminacién) (reduccion en la tasa de activacion global)

2) una parte importante v significativa de los que presentaron activaciéon (extrusién de II
CP) fueron haploides (1PN) vy no fecundados (2PN). La menor dosis de etanol que afecta

la tasa de fecundacion fue 5%.

4.2. Fecundacion in vivo.

Luego de estudiar si las diferentes dosis de etanol administradas en forma crénica afectaba la
tasa de fecundacion in vitro (FIV), nos cuestionamos si la fecundacion in vivo también estaria
afectada de alguna manera, pensando que estos eventos reproductivos son mas efectivos y
exitosos cuando ocurren en las condiciones fisiologicas (in vivo) y que, entonces, las
anormalidades ovocitarias encontradas podrian no ser barreras reproductivas y que las tasas de
fertilidad podrian ser similares a las normales. Por eso, se determinaron los porcentajes de
fecundacion in vivo de hembras tratadas con etanol al 10 y 5%, utilizando machos controles

solamente.

4.2.1. Tasa de apareo.

Tanto con la concentracion del 10 como del 5% de etanol, no se observaron diferencias en
cuanto al nimero de apareamientos registrados en los grupos controles y tratados (detallados en

item 4.1.2) (datos no mostrados).



TABLA II1.9: Activacion ovocitaria (presencia de II CP).

Grupo Etanol 10 % Etanol 5% Etanol 2.5%

CxC 79.2+ 3.3 (14) 76.6 = 3.4 (15) 87.7%2.1 (4)

Cx A 75.5+35.9(7) 67.7+5.0 (12)

AxC 49.6 + 3.7 (19)** 56.1 6.3 (13)* 88.5 = 3.3 (6)
54.9+10.4 (7)* 573+ 6.7 (10)*

AxA

Los complejos ciimulo-ovocitarios provenientes de una hembra fueron inseminados en gotas
de MF con 10° espermatozoides/ml proveniente de un macho, de tal manera que el numero
entre parentesis representa la cantidad de animales utilizados. A las 5 hs postinseminacion. los
ovocitos fueron lavados y colocados en medio M16 para ser observados en cuanto a la
presencia de segundo cuerpo polar (II CP) o indice de activacion. bajo microscopia de invertida
de contraste de fase Las cantidades son el promedio de los porcentajes mas el error (SEM).

C x C: grupo control: ovocitos de hembras controles inseminados con espermatozoides de
machos controles.
C: control, A: tratado.

*: p<0.05, **: p<0.01, test de Dunnett (vs. control).
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TABLA 111.10: Formacion de pronicleos (PN).

Grupo N 3PN 2PN 1PN OPN
A. Etanol 10%

CxC 5 1.5+0.5 71.1x4.2 62=1.5 1.2+04
CxA 5 2112 65.7+3.2 41=2.1 31+1.2
AxC 5 1.4+0.8 202 +£2.8*%* 133+ 2.8* 42+1.6
AXxA 5 3215 33.9+3.6** 12426 35213
B. Etanol 5%

CxC 6 1.7+0.8 749+3.3 41%1.6 09=x0.6
CxA 5 25+£1.0 56.1£2.7 64 £1.7 1.1£0.7
AxC 5 1.5£0.9 322+94** 166x64* 3.5%1.5
AxA 6 15209 393£51* 160x16* 1.9+09
C.Etanol 2.5%

CxC 4 1.9+0.8 81.0+54 4021 0.8+0.6
CxA

AxC 6 2.1 0.6 80.0+6.1 5127 1.2+£0.5
AXxA

A las 8 hs postinseminacion, los ovocitos activados, con II CP, fueron transferidos a medio con
el fluorocromo Hoechst 33342 e incubados durante 1 h en estufa. Luego, de lavados, fueron
montados para ser clasificados en cuanto al numero de pronucleos bajo microscopia de
fluorescencia a 1000x (figura I1.3). Los ovocitos fragmentados, necrdticos y no activados no
fueron incluidos en este analisis.

N: nimero de animales utilizados, PN: porcentaje de ovocitos activados con pronucleo
(promedio y error SEM).

C x C: grupo control, C: control, A: tratado.*: p<0.05, **: p<0.01, Test de Dunnett.




TABLA 111.11: Calidad de los ovocitos postfecundacién: ovocitos degenerados.

Grupo Etanol 10% Etanol 5%
CxC 8228 (14) 8.7+1.6(15)
CxA 13.0 4.3 (7) 14.7+ 1.8 (12)
AxC 20.9 £ 4.4 (19) 7.9+0.8 (13)
AxA 3222 9.1(7) 222+ 6.7 (10)**

A las 5 hs postinseminacion, los ovocitos se transfieren a M16 para examinar la activacion,
los ovocitos fragmentados v/o necréticos y los intactos (no fecundados) bajo microscopio
invertido de contraste de fase. El nimero de animales utilizados es indicado entre paréntesis.

C: control, A: tratado.

*: p<0.05, **: p<0.01, test de Dunnett (Vs. control).




4.2.2. Tasa de fecundacién in vivo

A. Consumo de etanol al 10% (tabla I11.12).

Se analizaron los efectos de la ingesta crénica en los grupos: control (C x C) (hembras y
machos controles) v de hembras tratadas apareadas con machos controles (A x C).

La tasa de fecundacion in vivo de las hembras tratadas apareadas con machos controles (A x
C) decrecié significa-tivamente respecto del porcentaje de los controles. Y se registré un
aumento significativo en la cantidad de ovocitos activados en el grupo tratado, respecto del
control. Cuando se analizaron las variantes de activacién espontanea se encontré que la
mayoria de los ovocitos de las hembras tratadas tenian un II CP y 1 PN (p<0.01). También. se
encontraron diferencias en la tasa genera] de ovocitos no fecundados entre ambos grupos, y al
analizar la morfologia nuclear de estos, se vio un leve incremento significativo en la cantidad
de ovocitos con placa metaféasica anormal (cromosomas dispersos o un nucleo central (PN)) en
A x C, lo cual fue coincidente con la morfologia nuclear de los ovocitos libres estudiados a las
16 hs posthCG (Tabla II1.3). No se hallaron diferencias significativas en la cantidad de ovocitos

degenerados en el grupo de hembras tratadas respecto del control.

B. Consumo de etanol al 5% (Tabla I11.13).

Las hembras tratadas apareadas con machos controles (A x C) presentaron menor porcentaje
de ovocitos fecundados respecto de los controles (p<0.01). También, con etanol al 5%, se vio
que la cantidad de ovocitos activados con II CP y 1 PN fue incrementado por el tratamiento. En
este caso, la cantidad de ovocitos no fecundados no fue cambid en las hembras tratadas

respecto del grupo control. Tampoco la tasa de fragmentados fue diferente del control.

. Conclusiones Parciales: fecundacion in vivo.

Estos resultados muestran que las mejores condiciones de fecundacién dadas por el
ambiente fisiolégico de la ampolla oviductal no es suficiente para obtener buenos
resultados de fecundacion en las hembras alcohélicas. Los resultados no dependen
rigidamente de la dosis de etanol consumida, ya que las anormalidades ovocitarias
postfecundacion fueron similares con ambas dosis de etanol utilizadas. La ingesta crénica

de etanol redujo significativamente la fecundacion in vivo de las hembras alcohdlicas.
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TABLA I11.12: Evaluacién de la fecundacion in vivo de hembras tratadas con 10% de

etanol apareadas con machos controles.

CxC AxC
Nuclear 6 5
Fecundados II CP + 2PN 78.5+2.6 70.5+3.6*
II CP + 3PN 0 0
Activados 11 CP + 1PN 1.0+£0.6 10.4 £ 2.7 **
II CP + OPN 04+04 0
2 células (CI) 06+0.6 1.7+1.3
Total 2.1+£0.1 12.1 £ 3.5 **
No Fecundados Placa Normal 20+£009 28+20
Placa Anormal 0 2608 **
Total 2005 54+19¢%
Frag./Muertos 157£1.5 11.6+3.3

A las 24-30 hs posthCG, las hembras tratadas y controles apareadas con machos controles, se
sacrificaron, y los embriones y ovocitos recuperados de los oviductos incubaron durante 1 h
con el fluorocromo Hoechst 33342 para ser analizados bajo microscopio de fluorescencia. Los
totales también se cuantificaron. N: nimero de hembras utilizadas.

C x C: hembras controles apareadas con machos controles.
A x C: hembras tratadas apareadas con machos controles.
II CP: segundo cuerpo polar, PN: pronucleo; CI: clivaje inmediato. Placa normal: metafase II:

placa anormal: anucleado o cromosomos dispersos en el citoplasma. *: p<0.05, **: p<0.01.
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TABLA I11.13: Evaluaciéon de la fecundacién in vivo de hembras tratadas con 5% de

etanol apareadas con machos controles.

CxC AXUC
Nuclear 6 6
Fecundados II CP + 2PN 80.5+£26 67.9 2.5 **
I1 CP + 3PN 0 0
Activados II CP + 1PN 26+£0.8 12.5+ 1.9 **
11 CP + 0PN 2.7+0.3 1.8+0.8
2 células (CI) 0.8+0.8 19x1.0
Total 48+1.3 15.8 £ 3.8 **
No Fecundados Placa Normal 24+1.0 26x1.5
Placa Anormal 0 10+£1.0
Total 24+1.0 38+23
Frag/Muertos 16.2+3.6 12.1+£2.7

A las 24-30 hs posthCG, las hembras tratadas con etanol al 5% y las controles apareadas con
machos controles, se sacrificaron, y los embriones y ovocitos recuperados de los oviductos se
los analiz6 como antes. N: numero de hembras utilizadas.

C x C: hembras controles apareadas con machos controles.
A x C: hembras tratadas apareadas con machos controles.
Il CP: segundo cuerpo polar, PN: pronucleo; CI: clivaje inmediato.

**: p<0.01, ***: p<0.001, test de Student't.



5- EMBRIOGENESIS DE PREIMPLANTACION.
Efecto del consumo crénico moderado y bajo en hembras inmaduras y machos adultos.

Posteriormente a los estudios de fecundacién (in vitro e in vivo), nos cuestionamos si las
alteraciones observadas en la fecundacion y en la calidad de la gameta femenina, tenian
consecuencias deletéreas para el desarrollo temprano del embrion, si el consumo crénico de
etanol pregestacional afectaba el crecimiento embrionario, en cuanto a la morfologia y la
sintesis de prostaglandinas (como sefiales embrionarias). Fue asi que estudiamos el desarrollo
in vitro e in vivo de los embriones derivados de animales tratados con etanol al 10 y 5%, de
modo de definir también la dosis minima de etanol ingerida cronicamente capaz de producir

toxicidad en el desarrollo.

5.1. Desarrollo in vitro (hasta dia 7 posthCG).

3.1.1. Aspectos cuantitativos.

5.1.1.a. Tasa de desarrollo embrionario preimplantacional.

Para comparar los resultados con el desarrollo in vivo, el dia de la fecundacidn in vitro (FIV)
fue considerado como el dia 1 de prefiez, siendo a las 8 hs postinseminacién las 24 hs aprox.
posthCG. Entonces, los embriones obtenidos de la FIV y desarrollados in vitro fueron
evaluados desde el dia 2 (48 hs posthCG) hasta el dia 7.

Los tipos embrionarios observados fueron fotografiados y cuantificados, ¥ se muestran en la

figura I11.25.

A. Consumo de etanol al 10% (Figura 111.26).

El porcentaje de embriones de 2 células obtenidos al dia 2 de cultivo, provenientes del grupo
A x C (embriones de hembras tratadas (A) inseminadas con machos controles (C)) y del grupo
A x A (embriones de hembras tratadas inseminadas con machos tratados) fue
significativamente menor que el del control (C x C) (Fig.Il1.26.A). Al dia 3 (26.B), la mayoria
de los embriones del control estuvieron en 4 células pero el porcentaje obtenido para los grupos

con algun animal tratado (C x A, A x C y A x A) decrecid signifivaticamente respecto del
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FIGURA II1.25: Tipologia embrionaria en el desarrollo in vitro preimplantacional:

secuencia de aspectos normales

1-2. Embriones de 2 células

3. Mérula sin compactar.

4. Mérula precom. y compactada.
S. Blastocisto inicial.

6. Blast. expandido.

7-8. Blastocisto "hatching”,

9. Blastocisto extruido.




control. Al dia 4 (26.C), se obtuvieron morulas compactadas en C x C, y también se observo
una caida significativa del porcentaje de mérulas compactadas en los grupos tratados,
comparando con el control, habiendo una cantidad mayor de moérulas precompactadas (5-8
células) en el grupo A x C respecto del control. Al dia 5 (26.D), la mayoria de lo embriones del
control alcanzaron el estadio de blastocisto inicial (temprano) y algunos menos blastocisto
expandido. En el grupo C x A, se observo disminucion significativa de blastocistos (inicial y
expandido). respecto del control, pero no mayor cantidad de moérulas (estadio anterior). En A x
C, los porcentajes bajos de blastocistos parecen deberse a que la mayoria de los embriones
estuvieron en moérulas, con lo cual se podria pensar en un retraso en el desarrollo. En A x A se
observaron cantidades muy bajas de blastocistos (p<0.01) y también de morulas, comparando
con el control, esto indicaria pérdida embrionaria. Al dia 6 (26.E), el estadio caracteristico
marcado por el desarrollo del control, fue el de blastocisto expandido, algunos de los cuales
comenzaron a salir de la zona pelucida (extrusion o hatching). El porcentaje de blastocistos
expandidos v también de los "hatching" disminuyé significativamente en el grupo C x A
respecto del control, ya que un porcentaje quedé en blastocisto inicial (anterior). El mismo
patron se obtuvo en el grupo A x C, siendo menor el porcentaje de blastocistos expandido v
hatching, comparando con el control (p<0.01). Al dia 7 (26.F). los embriones del control
pudieron extruirse de la zona pelicida ("hatched"), pero muy pocos embriones "hatching” v

"hatched" se obtuvieron en los grupos tratados (C xa, AxCy A x A) (p<0.01).

B. Consumo de etanol al 5% (Figura 111.27).

Los embriones de 2 células al dia 2, disminuyo significa-tivamente en el grupo (A x A)
comparando con el grupo control (C x C) (figura I11.27.A). Al dia 3 (27.B), se observé una
caida importante en el porcentaje de embriones de 4 células en los grupos Ax Cy A x A
respecto del control (p<0.05 y p<0.01). Al dia 4 (27.C), también en A x Cy A x A, el
porcentaje de morulas compactadas cayd significativamente comparando con el control, no
detectandose aumentos de morulas precompactadas. Al dia 5 (27.D), en el grupo C x A
(machos tratados), se encontr6 menor porcentaje de blastocistos iniciales respecto del control,
ya que algunos estuvieron aun en morulas. El grupo A x C (hembras tratadas) mostré aumento
significativo de mérulas y menores cantidades de blastocistos, demostrandose otra vez algin
retraso y posible pérdida embrionaria. Al dia 6 (27.E), se obtuvieron porcentajes bajos de
blastocistos expandidos en todos los grupos tratados (C x A, A x C y A x A) respecto del
control. Al dia 7 (27.F), estos grupos tuvieron pocos blastocistos "hatching" (p<0.05 vy p<0.01).
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. Conclusiones parciales: desarrollo in vitro (general).

Estos resultados sugieren que tanto con la dosis del 10 como del 5% de etanol, el
desarrollo in vitro de los embriones de los grupos tratados mostré indices de retraso en el
crecimiento y pérdida embrionaria manifestada por porcentajes disminuidos en los
cstadios de desarrollo preimplantativo, observindose mayores efectos toxicos o deletéreos

en el grupo con hembras y machos tratados (A x A), desde los estadios mas tempranos.

5.1.1.b. Tasa de fragmentacion diaria.

Para estudiar el proceso de fragmentacion embrionario durante el desarrollo in vitro, se
observaron aquellos embriones que presentaron mas del 30-40% de fragmentacién y/o lisis
celular (necrosis) (figura I11.28). Los porcentajes fueron calculados para cada dia, en los cuales
se descontaron los embriones u ovocitos fragmentados y/o muertos (degenerados) que se
habian obtenido en la FIV. De esta manera se intenté mostrar solamente la fragmentacion que
ocurre durante el desarrollo.

A. Consumo de etanol al 10% (Figura I11.29.4).

Se observaron altas tasas de fragmentacion en los grupos A x C vy A x A desde el dia 2
(estadio de embrién de 2 células) (p<0.01). Al dia 3 (estadio de morulas). el grupo A x A
presento elevado porcentaje de fragmentacion respecto del control. Al dia 4 (blastocistos). otra
vez los grupos A X C y A x A mostraron aumentos significativos de fragmentados respecto del
control. A pesar de continuar elevada la tasa de fragmentacion en estos grupos en los dias 5 v 6

no se observaron diferencias con el control.

B. Consumo de etanol al 5% (Figura I11.29.B).

Al dia 2 solamente el grupo A x A mostré elevada cantidad de fragmentados respecto del
control (p<0.01), aumento que se mantuvo en los dias posteriores (3,4 y 5). El grupo A x C
tuvo porcentaje elevado de fragmentacion al dia 4 (blastocistos) comparando con el control
(p<0.05).
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FIGURA I11.26: Cuantificacion del desarrollo in vitro preimplantacional en ¢l consumo

de etanol al 10%.
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FIGURA II1.27: Cuantificacion del desarrollo in vitro preimplantacional en el consumo

de etanol al 5%.
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. Conclusiones parciales: pérdida embrionaria en el desarrollo in vitro.

Estos resultados indicarian que ¢l consumo crénico de etanol al 10 v 5% por las
hembras y machos produce fragmentacion embrionaria desde el primer dia de desarrollo
in vitro hasta los estadios de blastocistos. Cuando sélo las hembras fueron tratadas con
ambas dosis de ctanol, fucron observados altos indices de fragmentacion al dia 4

(blastocistos).

5.1.2. Aspectos cualitativos.

Para analizar algunos aspectos de la calidad embrionaria, los embriones cultivados en estufa
fueron observados minuciosamente con microscopio invertido. con lo cual se determinaron las

morfologias anormales presentes v se midio la sintesis de PGE liberadas por el embrién.
3.1.2.a. Morfologia embrionaria.

Para cuantificar la tasa de embriones anormales se analizé la presencia de algin indice de
malformacion (figura II1.30). Los calculos fueron realizados sobre el total de embriones del
cultivo (figura I111.31).

Cuando se administro etanol al 10%, se detectaron altas porcentajes de embriones anormales
en los grupos C x A, A x C ¥ A x A (con algun animal tratado) en los dias 5 y 6. respecto del
control. Es decir, al dia 5 estos grupos tuvieron elevada cantidad de morulas atrésicas
(retrasadas) y también blastocistos iniciales pequefios o con formacioén del blastocele anormal.
Al dia 6, los blastocistos anormales encontrados fueron expandidos con lisis citoplasmaticas o
escasa formacion del MCI.

Cuando se administré etanol al 5%, las hembras tratadas inseminadas con machos controles

(A x C) mostraron aumento de embriones anormales al dia 5 (blastocistos), respecto del control
(p<0.05).



FIGURA 111.28: Fragmentacion y necrosis embrionaria: aspectos.

En el proceso de fragmentacién y muerte embrionaria

se distinguen varias etapas. El embrién se puede fragmentar
primero por regiones (b y ¢) para luego lisarse, hasta la
necrosis general (dy ). La necrosis puede ocurrir
inicialmente sin fragmentacién (a).




FIGURA I11.29: Cuantificacion del proceso de fragmentacion embrionario por dia

I11.29.A: Consumo de etanol al 10%.
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5.1.2.b. Biosintesis de prostaglandina E.

De modo de estudiar si la cantidad de PGE sintetizada podia ser un indice de calidad
embrionaria, y habiéndose visto que tanto con 10 como con 5% de etanol se obtenian
embriones anormales (blastocistos) cuando las hembras fueron tratadas. se midio solamente la
PGE liberada de los embriones cultivados. de dia 2 (2 células). de dia 3 (mérula) v dia 4
(blastocistos). provenientes de hembras tratadas con etanol al 5% inseminadas con machos
controles.

Se encontré que los embriones de 2 células del grupo tratado (A x C) sintetizan menores
cantidades de PGE por embrién que el control (P<0.001). Sin embargo. no se observaron
diferencias en la capacidad de sintesis de PGE de los blastocistos del grupo A x C comparando

con el control (figura II1.32).

5.2. Desarrollo in vivo (hasta dia 4 posthCG).

Dado que el estudio del desarrollo in vitro mostré que las hembras tratadas con etanol al 10 o
al 5% tenian afectado el crecimiento embrionario hasta dias avanzados, y también la calidad
morfolégica embrionaria, y que las hembras y machos igualmente tratados con ambas dosis de
etanol, también mostraron patrones similares anormales en el desarrollo, se decidié analizar
solamente los efectos del consumo de etanol al 10 y 5% sobre las hembras. Con tal fin los

machos que se utilizaron para el apareamiento, fueron controles adultos de probada fertilidad.

5.2.1. Aspectos cuantitativos.

Los embriones desarrollados in vivo fueron recuperados al dia 2 de prefiez (46 hs posthCG:
estadio de 2 células) del oviducto. al dia 3 (72-76 hs posthCG) del oviducto y al dia 4 (96-99 hs
posthCG) del oviducto v del utero de las hembras prefiadas. Los tipos de embriones de 2
células y las morulas (dia 3) tuvieron el mismo aspecto morfologico que los desarrollados in
vitro. Las morulas de dia 4 fueron cuantificadas como tales cuando el numero de células
presentes no fue mayor que 32. Cuando se observé vesiculas citoplasmaticas en los embriones
de aspecto de morula (comienzo de la formacion del blastocele), el nimero de células fue algo
mayor que 32, y se cuantificd este embrién como "blastocisto inicial sin cavidad". Cuando se
formo la cavidad (por coalescencia de las vacuolas) el blastocisto inicial fue "con cavidad" y
presentd desde 40 células. Luego, los blastocistos expandidos se observaron semejantes a los

desarrollados in vitro y presentaron aprox. 50 células. Los blastocistos "hatched" (extruidos),

diferentes de los desarrollados in vitro, se observaron con cavidad y sin cavidad,
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FIGURA 1IL.30: Aspectos morfologicos anormales en el desarrollo embrionario

preimplantativo.

p—

. Embrién de 2 células con blastémeros desiguales.
2. Mérula con blastémeros decompactados.

3. Mérulas anormales, con lisis en espacio perivitelino.
4-5-6. Blastocistos iniciales con cavitacién anormal.

7. Blastocistos expandidos con lisis celular.
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FIGURA I11.31: Tasa de morfologia anormal diaria.
II1.31.A. Consumo de etanol al 10%.
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FIGURA II1.32: Biosintesis de PGE por embriones desarrollados in vitro.

Analisis en el consumo de etanol al 5%.

ng PGE/embrion
500

(5) (4)
: (5)
400 - (6) R
300 - \
\\\\\N\j
! N\ \s
200 - \\\Q\&\\ﬁ
100 - \\\\\\\%
| \\
| W \
O ! \ \ ALY

Embr. de 2 céls. Morulas

Blastocistos

Bl Hemb.C x Ma.C. ! Hemb.A x Ma.C. ‘

Los embriones obtenidos por FIV y cultivados en estufa se recuperaron y fueron incubados en

Krebs para medir por RIA sintesis y liberacién al medio de PGE. EIl nimero de animales

utilizado se indica entre parentesis. ***: p<0.001, test de Student't.

[
~J
N




describiéndose este tipo como el "blastocisto implantativo”, que fue mayoritariamente
recuperado a las 98-99 hs posthCG del utero. Estos blastocistos presentaron mas de 60-70
células. (Figura I11.33 y 38). El nimero de animales utilizados esta indicado en cada figura
entre paréntesis. Los datos fueron analizados con el test de Student't.

3.2.1.a. Tasa embrionaria general diaria (Figura II1.34).

Se calculd el porcentaje total de embriones recuperados: al dia 2 (2 células), al dia 3 (morulas)
y al dia 4 (mdrulas y blastocistos). Cuando las hembras fueron tratadas con etanol al 10% el
porcentaje de embriones disminuyé significativamente al dia 3 y 4 de prefiez, comparando con
el control (fig. 111.34.A). Cuando las hembras fueron tratadas con etanol al 3%. solamente se
observd una caida en la cantidad embrionaria al dia 4 (p<0.05) (fig.I11.34.B).

5.2.1.b. Tasa de desarrollo por tipo embrionario.
Se quizo analizar cudles embriones presentaban cantidades alteradas por dia, para asi detectar
las diferencias presentes en el desarrollo in vivo.

A. Consumo de etanol al 10% (figura II1.33).

Al dia 2, el porcentaje de embriones de 2 células del grupo A x C (hembras tratadas apareadas
con machos controles) no fue diferente del control (figura II1.35.A). Cuando se analizaron los
porcentajes de embriones al dia 3, se encontrd que el grupo tratado A x C tuvo menor cantidad
de moérulas compactadas que el control (P<0.001), y porcentaje bajo de morulas
precompactadas semejante al control (II[.35.B). Al dia 4, se cuantificaron los embriones
recuperados desde las 96 hasta las 98 hs posthCG, de modo de evidenciar modificaciones en el
crecimiento en el corto término (3 hs). Asi, se encontr6 que entre las 96 y 99 hs, el porcentaje
de mérulas del grupo A x C estuvo aumentado comparando con el control (p<0.05), mientras
que el porcentaje de blastocistos extruidos fue significa-tivamente menor que el control
(I11.35.C). Sin embargo, a las 98-99 hs posthCG, los mismos porcentajes y patrones de
embriones se mantuvieron, aumentando las mérulas y los blastocistos no extruidos respecto del
control, y porcentajes bajos de blastocisto "hatched" en A x C, comparando con el control
(p<0.05) (I11.35.D).

Cuando se analizaron los tipos de blastocistos a las 98-99 hs posthCG, se vio que A x C
(hembra tratada) aito porcentaje de blastocistos iniciales (con cavidad) respecto del control
(p<0.01), y disminucion significativa de blastocistos extruidos sin cavidad (implantativos)

comparando con el control (fig I11.35.E).
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FIGURA II1.33: Tipologia embrionaria en el desarrollo in vivo preimplantacional:

aspectos morfologicos y viabilidad embrionaria.

DIA2Y 3.

Viabilidad embrionaria (observacién de fluorescencia vital).

Moérulas: aspectos morfologicos (compérese con los obtenidos por desarrollo in vitro,
fig 111.25).
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FIG.II1.33.
DIA 4
Morula compactada (dos estadios de desarrollo: b:tardia)

Blastocistos (expandidos, extruidos de la zona peltcida, con y

viabilidad)




B. Consumo de etanol al 5% (figura III 36).

El porcentaje de embriones de 2 células provenientes de A x C (hembras tratadas) fue similar
al control (figura I11.36.A). Al dia 3 (II1.36.B) la cantidad de mérulas compactadas esta
decrecida en el grupo A x C, respecto del control, debido a que muchos embriones estan en
morula precompactada (anterior) (p<0.05). Al dia 4, entre las 96-99 hs posthCG (111.37.C)
aumento el porcentaje de moérulas v blastocistos no extruidos en A x C respecto del control
(p<0.05), en detrimento del porcentaje de blastocistos extruidos o "hatched”, que cavé
significativamente. A las 98-99 hs posthCG (111.36.D), se obtuvieron en A x C elevada
cantidad de blastocistos no extruidos respecto del control, el cual fue menor porque la mayoria
de los embriones llegaron a ser extruidos de la zona pelicida. Por eso, el porcentaje de
blastocistos hatched del grupo A x C cay¢ significativamente comparando con el control, y fue
menor aun que entre las 96-98 hs posthCG. Cuando se analizaron los tipos de blastocistos
obtenidos. del porcentaje total de blastocistos no extruidos del grupo A x C, la mavoria
quedaron en blastocistos iniciales (sin cavidad o muy tempranos y con cavidad), siendo los
porcentajes significativos con el control (II1.36.E). El porcentaje de blastocistos extruidos sin

cavidad fue casi nulo en A x C, comparando con el control (p<0.001).
. Conclusiones parciales: tasa de desarrollo diaria.

- Con el consumo de etanol al 10%, se produce un retraso y arresto en el crecimiento,
acompaiiado por pérdida embrionaria importante desde el dia 3, y dentro de las 3 hs que

anteceden al comienzo de la implantacién.

- Con el consumo de etanol al 5%, se produce retraso cn el desarrollo in vivo desde el dia
3 (mérulas), arresto en dia 4 (blastocistos iniciales) y/o incapacidad de extrusion de la

zona pelicida a las 98-99 hs posthCG.

5.2.1.c. Distribucion embrionaria utero-tubdrica.

A las 98-99 hs posthCG, los embriones se recuperaron de los oviductos y los uteros por igual
mediante lavados con medio. Se excluyeron los fragmentados y muertos.

Cuando las hembras fueron tratadas con etanol al 10%, la mayoria de los embriones fueron
recuperados del utero, pero en menor porcentaje que en el control (p<0.05) (Figura III.35.F).
Con 5% de etanol, el porcentaje de embriones de los uteros del grupo A x C, también decreci6
respecto del control (p<0.05), mientras que un aumento significativo se vio en los oviductos
(Figura II1.36.F).
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Es de notar que el porcentaje de embriones recuperados del utero de hembras tratadas con
etanol al 10% fue mayor que el porcentaje para las tratadas con etanol al 5%, aunque ambos
valores fueron menores que los controles. Y esto se debi6 a que las hembras tratadas con etanol

al 5% tuvieron sus embriones distribuidos también en el oviducto.

5.2.1.d. Tasa de fragmentacion (figura I11.37).

Con la administraciéon de etanol al 10%, el porcentaje de embriones fragmentados y/o
necroticos de A x C resultd significativamente mayor que el del control en los dias 3 y 4 de
desarrollo (II1.37.A). Cuando las hembras se trataron con etanol al 5%, no se vieron diferencias
en la cantidad de fragmentados respecto de los controles durante los dias 2 y 3 de desarrollo.

pero si hubo un incremento significativo en la tasa de fragmentacion de dia 4 (I11.37.B).

. Conclusiones parciales: tasa de fragmentacion in vivo.

Estos resultados demostrarian que la administracion de etanol al 10% ticne mayor
severidad para el desarrollo in vivo de dia 3 y 4, indicando que ocurre pérdida
embrionaria en la ctapa preimplantatoria, mientras que el etanol al 5% produciria
retraso y arresto en el crecimiento con pérdida embrionaria menos acentuada y mas

tardia.

5.2.1.e. Numero de niicleos embrionarios e indice mitdtico.

Con el fin de establecer si los embriones de dia 3 y 4 de las hembras tratadas con etanol al
10% presentaban alteraciones en el crecimiento individual, se midié el nimero de células (o
nucleos) por embrion en mérulas y blastocistos de ambos dias (Figura II1.38). Al dia 3 (tabla
111.14), cada morula obtenida en el grupo A x C mostré menor numero de células, en promedio,
que el control (p<0.05). A pesar que la media de mitosis por embrién y el porcentaje de
embriones con mitosis en A x C no fue diferente del control, se encontrd que el indice mitdtico
fue significativamente mayor que en el control. Es decir, de la cantidad total de nucleos

contados, el nimero de mitosis (metafases) halladas fue mayor en A x C.

Estos resultados demuestran que, a pesar del aspecto normal de las mérulas del grupo
A x C, el tratamiento produjo embriones con menor crecimiento (nimero de nucleos), y
que siendo mayor el indice mitético, la division celular esta retrasada respecto del

control.
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FIGURA II1.34: Tasa embrionaria general diaria.
I11.34.A: Consumo de etanol al 10%.
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FIGURA II1.35: Cuantificacion del desarrollo in vivo en el consumo de etanol al 10%.
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I11.35.C: DIA 4: 96-99 hs posthCG.
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I11.35.D: DIA 4: 98-99 hs posthCG.
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II1.35.E: DIA 4: tipos de blastocistos en las 98-99 hs posthCG.
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IIL.35.F: Distribucién embrionaria utero-tubdrica a las 98-99 hs posthCG.
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FIGURA II1.36: Cuantificacion del desarrollo in vivo en el consumo de etanol al 5%

I11.36.A: DIA 2

100

(7)

80 -

60 -

40 -

20

Bl Hemb.C x Ma.C

! Hemb.A x Ma.C. |

I11.36.B: DIA 3

%
100

80 —

60 - (5)

40 -

20 -

(5)

- MY
O \ \ ALV

Morula precompactada

Mdrula compactada

- M Hemb.C x Ma.C

|
N Hemb.A x Ma.C. |
|




I11.36.C: DIA 4: 96-99 hs posthCG.
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[11.36.E: DIA 4: tipos de blastocistos en las 98-99 hs posthCG.
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II1.36.F: Distribuciéon embrionaria utero-tubarica a las 98-99 hs posthCG.
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Al dia 4 (figura I11.39), se encontraron en A x C altos porcentajes de embriones con 30-40
células por embrion, respecto de los controles, mientras que el porcentaje de embriones con

mas de 60 céls. fue significativamente menor que el control. Esto indicaria disminucién en el

crecimiento y escaso desarrollo embrionario.

5.2.2. Aspectos cualitativos.

5.2.2.a. Morfologia embrionaria y viabilidad.

De modo de definir si el consumo de etanol al 10% también producia anormalidades
morfoldgicas semejantes a las del desarrollo in vitro, los embriones recuperados se observaron
con microscopia de contraste de fase y/o bajo fluorescencia (luego de tincién con Hoechst
33342) para probar la viabilidad embrionaria (figura I11.33).

Se obtuvo elevado porcentaje de embriones de 2 células normales al dia 2 en A x C respecto
del control (p<0.05), y al dia 4 la morfologia anormal fue la predominante en este grupo (figura
[I1.40). Al analizar Ia viabilidad, se encontré que la mayoria de los embriones (inclusive
aquellos con fragmentaciones) del grupo A x C estuvieron vivos al momento de su

recuperacién, no habiendo diferencias con el control.

5.2.2.b. Biosintesis de PGE (figura Il 4]).

Se midié la capacidad de sintesis de prostaglandina producida por embriones de dia 2, 3 v 4
provenientes de hembras tratadas con etanol al 5%. Se vio una disminucién significativa en la
cantidad de PGE sintetizada por embriones de 2 células y blastocistos del grupo A x C,

comparando con el control.

. Conclusiones parciales: aspectos cualitativos del desarrollo in vivo.

- Con el consumo de etanol al 10%, las hembras mostraron aumento de embriones

morfolégicamente anormales, de 2 células y blastocistos.

- Con el consumo de etanol al 5%, los embriones de 2 células y blastocistos desarrollados

in vivo sintetizaron menores cantidades de PGE.
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FIGURA II1.37: Tasa de fragmentaciéon embrionaria diaria.

I11.37.A: Consumo de etanol al 10%.
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I11.37.B: Consumo de etanol al 5%.

(7)

(7) (5)
— (8) — (5)

\

Dia 2 Dia 3 Dia 4

[ |

i Bl Hemb.C x Ma.C. ¥ Hemb.A x Ma.C. ‘

190




FIGURA II1.38: Nucleos embrionarios: nucleos interfisicos y células en division
(metafases).
Embriones de dia 3:

Hembra Control x Machos Controles. Hembra Alcoholica x Machos Controles

Embriones de dia 4.

191,




TABLA I111.14: Analisis del numero nuclear en embriones de dia 3 (mérulas), con etanol

al 10%.

Grupo N Células/Embr Mitosis’/Embr Embr con Mitosis (%) Indice Mitético

CxC 60 132+£0.5 0.8+0.2 21760 (35%) 49/781 (0.06)
AxC 39 11.4+£0.6* 1.1+£0.3 16/39 (41%) 42/447 (0.09)*

Todos los embriones fueron aislados a las 74-76 hs posthCG. Cada mérula fue analizada con
la técnica de tincién nuclear de Tarkowski, en cuanto al numero de nucleos interfasicos v
mitéticos (con metafases). Se calculé el IM (indice mitético) como nro.total de
metafases/nro.total de nucleos, utilizando el test X2 Para el grupo control (C x C) se utilizaron
6 hembras (nimero de embriones recuperados: 97), para el grupo de hembra tratada (A x C) se
utilizaron 4 hembras (nro. de embriones recup.:61). El promedio de células (céls.) y de mitosis
(mit.) por embridn (embr.) fue calculado con su error (SEM), siendo N el nimero de embriones
analizados (test de Student't). *: p<0.05.
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FIGURA II1.39: Cuantificacién de niicleos en embriones de dia 4 (etanol al 10%).
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FIGURA II1.40: Tasa de morfologia anormal, con etanol al 10%.
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Los embriones recuperados del utero y/o del oviducto fueron colocados en medio limpio para
ser observados bajo microscopia de contraste de fase y de fluorescencia.
*: p<0.05, test de Student't.
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FIGURA I11.41: Biosintesis de PGE en el desarrollo in vivo, con etanol al 5%.
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cabo de 1 h. *:p<0.05, **: p<0.01, test de Student't.
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CAPITULO IV

DISCUSION



Los factores genéticos (anormalidades cromosémicas o genes mutantes (15%) y/o los factores
ambientales (10%) son responsables de la mayoria de las malformaciones congénitas, y juntos
involucran una herencia multifactorial (20-25%) (Nelson, 1994; Sadler, 1995: Webster y col..
1993). Mientras que la causa de la mayoria de las malformaciones (40-60%) no se conocen.
hay bastante evidencia acerca de los defectos de nacimiento humano conectados con el
consumo de drogas o quimicos, como el etanol, durante la prefiez (Nelson. 1994: Mirmiran y
Boer. 1988: Webster y col., 1993). La mayoria de los estudios sobre alcoholismo en la
reproduccion se orientaron a estudiar los efectos cronicos o agudos en diferentes periodos de la
gestacion. Es asi que se ha descripto el sindrome de alcoholismo fetal (FAS) fundamentalmente
dado por la ingesta fuerte durante la organogenesis embrionaria. Sin embargo, pocos datos se
tienen acerca de la toxicidad del consumo de alcohol en periodos pregestacionales. o los
efectos sobre las gametas y la posible herencia en el desarrollo embrionario.

Generalmente, el ratén provevé un modelo experimental adecuado para dilucidar los efectos
embrio-fetotoxicos del etanol. Asi, se han utilizado las gametas de ratén, sus embriones v al
mismo animal, ya que es un buen modelo para el desarrollo embrionario (Anderson y col..
1978, Anderson v col., 1980a). Por eso, los animales utilizados ((C57 CBA)F1) fueron
expuestos a dosis de etanol en el agua de bebida en forma cronica previo a la concepcion. El
presente estudio fue llevado a cabo con hembras prepiberes (30 dias) al comienzo de los
tratamientos, para establecer si se afectaba la maduracion sexual, la calidad de la gameta y la
capacidad fecundante. Como se han descripto estudios con macho prepuberes tratados con
regimenes cronicos de etanol, en este trabajo se utilizaron machos adultos. Esto también
permitid establecer una variable fija para analizar mas profundamente los efectos del etanol

sobre la gameta y la herencia femenina.

1. Intoxicacion

Como datos adicionales a este estudio, se investigé el grado de intoxicacidon de los animales,
por lo cual se midi6 la ingesta, las calorias consumidas, el peso corporal y la alcoholemia. Las
hembras tratadas con 5 0 10 % de etanol beben cantidades menores que las controles, vy la falta
calorica es completada con mayor consumo de alimento sélido. Esto se vio bien representado
en la hembra tratada con etanol al 10%, donde la cantidad de calorias derivadas del etanol
(%EDC) fue del 27%. Las hembras tratadas con etanol al 5% mostraron un consumo caldrico
(% EDC) del 11.7%, siendo este valor insuficiente para definir una mayor ingesta sélida.

El consumo observado en los machos adultos sigui¢ el mismo patron que el de las hembras. A
pesar que hay una relativa reduccion en el consumo de etanol al 10%, los % EDC fueron
similares a los de las hembras, porque los machos consumieron menos alimento que las
hembras. Se pudo ver que la cantidad total de etanol ingerido por hembras v machos tratados
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con etanol al 5% fue similar, pero con el 10% los machos consumieron muchos menos etanol
que las hembras. Estos resultados indicarian que el grado de consumo depende de varios
factores: la edad de los animales durante la cual fueron expuestos, del sexo del individuo, la
concentracion de la droga utilizado (a igual periodo y tiempo de exposicion). Las dosis de
etanol administradas produjeron grados de alcoholemia muy bajos, casi indetectables. Es asi.
que con 10% de etanol la alcoholemia de los machos fue del orden de 40-60 mg/dl al cabo de
los 30 dias de intoxicacion. Es importante destacar que, dado que la mayoria de los estudios
previos se realizaron con regimenes que producen altas alcoholemias, las patologias humanas
asociadas al consumo de alcohol necesitan ser definidas en cuanto a las dosis minimas
adversas, y especialmente, se necesita informacion de los efectos en los rangos bajos de
alcoholemia (50-100 mg/dl).

El alcoholismo generalmente esta acompafiado de malnutricion, siendo esta uno de los
factores que afecta el crecimiento fetal y el desarrollo (Henderson y Schenker, 1977, Ouellette
y col., 1977, Clarren y Smith, 1978, Philliphs y col., 1989, Schenker, 1990). Los resultados
presentados en este trabajo de tesis, y el andlisis de la intoxicacién (consumo, alcoholemia.
peso corporal) demuestran que las alteraciones reproductivas encontradas no se debieron a los
efectos de la desnutricion, sino que las respuestas se pueden atribuir a la exposicién con etanol,
en diferentes dosis. Estudios epidemiologicos mostraron que la dieta no contribuye en forma
importante al desarrollo del sindrome de alcoholismo fetal (FAS) (Ouellette, 1977), y que los
hijos de mujeres no alcoholicas malnutridas no presentaban las caracteristicas craniofaciales y
las anomalias congenitas propias del FAS. En el presente estudio, la exposicién cronica de
etanol al 5% no produjo reduccién de peso en los machos tratados, pero en las hembras se
observd una caida en el ltimo dia del tratamiento. Con etanol al 10%, los machos presentaron
disminuciones relativas fluctuantes en el peso corporal, comparando con los controles. En las
hembras tratadas con el 10%, ocurrié lo mismo que con las tratadas con el 5% de etanol (el
peso cayo el ultimo dia). Hay que remarcar que la cantidad de energia calérica total consumida
fue similar en machos y hembras tratadas respecto de los controles, con ambas dosis. Los
efectos observados son atribuibles a la ingesta del etanol en si mismo y/o a su metabolito el
acetaldehido.

2. Efectos sobre la gameta femenina.

Se comenzo con el estudio de los efectos del consumo cronico de etanol, en dosis moderada
primero y luego bajas, sobre la gameta femenina de hembras prepiberes en su etapa de
crecimiento y maduracion sexual.

Los estudios sobre los efectos del consumo crénico de alcohol sobre la funcién femenina,
realizados con diferentes modelos, arrojaron resultados muy diversos y algunos dispares, por lo
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que se establece que las acciones del etanol dependen de la ruta de administracién, la dosis de
etanol, el tiempo v frecuencia de la exposicion, las variables individuales (peso, edad, sexo,
genética) y otros.

Las hembras tratadas con etanol al 10% en estos estudios, debieron tener alcoholemias del
orden de los 50-60 mg/dl. La mayor anormalidad observada en mujeres con alcoholemias entre
27 v 233 mg/dl fueron ciclos anovulatorios caracterizados por pequeiios incrementos en los
niveles de estrogenos, ausencia de pico de LH, falta de incremento de progesterona plasmatica
y persistente hiperprolactinemia (Mendelson y Mello, 1988). La administracion intragastrica de
4-8 g/kg de peso diario de etanol (20% m/v) por 12 dias consecutivos produjo ciclo estral
anormal en las ratas hembras. Desde que los niveles de LH plasmatica no cambiaron en estos
estudios, los autores sugirieron que, con alcoholemias de 50-100 mg/dl, el etanol actua sélo
como una toxina gonadal directa (Eskay y col., 1981). También, se ha visto que cuando se
administro etanol que produjo 36% del total caldrico (%EDC) (con alcoholemia de 110 mg/dl).
el peso ovarico fue reducido en 60% en ratas hembras tratadas con alcohol comparando con las
controles (Van Thiel y col., 1978).

En este modelo de alcoholismo, cuando las hembras se trataron con etanol al 10% (27%
EDC), la maduracion folicular sufrié un retraso, que se evidencio a las 16 hs posthCG, para
luego si producirse la ovulacion. Este hecho esta sostenido por el incremento de ovocitos
foliculares solamente a las 16 hs posthCG, y disminucién de los ovulados.

A las 14 hs posthCG, pocos ovocitos se ovularon en las hembras tratadas comparando con los
controles. La tasa ovulatoria decrecidé solamente a las 16 hs posthCG en las hembras tratadas
porque una alta cantidad de ovocitos se retuvo en los foliculos maduros.

Estudios previos (Ramalay, 1982; Les Dees y Skelley, 1990) demostraron que el consumo de
etanol retrasa el establecimiento de la pubertad en ambos sexos. Los efectos deletéreos del
consumo de etanol por largo término en ratas hembras inmaduras, incluyé retraso en la apertura
vaginal, y menor peso ovarico y uterino (Bo y col., 1982). Estos efectos fueron asociados con
deficiencia de secrecion de GH y LH (Ojeda y col., 1986), cuando los niveles de alcohol en la
sangre fueron de 134 mg/dl. Los autores sugieren que los efectos supresores del etanol
consumido cronicamente, sobre la superovulacion, pueden ser debidos a fallas a nivel de las
funciones hipotalamo-hipofisarias (Bo y col., 1983; Sundberg y col., 1987).

En el presente estudio, la liberacion de los ovocitos de las hembras controles es a las 14-16 hs
posthCG, y a las 20 hs todos los ovocitos fueron ovulados. Sin embargo, en las hembras
tratadas con etanol al 10%, la ruptura folicular fue afectada pues ovularon mas tarde (20 hs
posthCG).

Aunque en las hembras tratadas con 10% de etanol el numero de ovocitos oviductales a las 20
hs fue similar al del control, se pudo demostrar, luego estudiando la calidad ovocitaria, que este

retraso en la ruptura folicular produce alteraciones morfoldgicas y otras en los ovocitos.
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También, con el tratamiento con etanol al 5%, se produjo una caida en la tasa ovulatoria a las

16 hs posthCG, comparando con los controles, mientras que con el 2.5% de etanol las hembras

tratadas no mostraron indices de alteracién en la ovulacion. El 5% de ctanol fue la dosis

minima que afect6 la tasa ovulatoria.

Los efectos de la administracion crénica de etanol sobre los ovocitos es poco conocida. Por
eso estudiamos las alteraciones en la respuesta cualitativa a la induccién ovulatoria.

Normalmente, un ovocito inmaduro llega al estadio maduro, en el cual se presenta con el
primer cuerpo polar (I CP) y arrestado en metafase II. Luego de la accion de un estimulo.
puede ocurrir activacién espontanea, y el ovocito maduro o intacto pasa al estado haploide con
la expulsion del segundo cuerpo polar (II CP). Entonces, puede continuar al estadio de embrion
de 2 células o fragmentarse y/o lisarse, proceso este éltimo de necrosis (muerte celular) que
puede ocurrir independientemente de la fragmentacion. También, alteraciones morfoldgicas
pueden aparecer en los ovocitos maduros, que los conducen a la fragmentacién. Cuando los
ovocitos son activados por la exposicion directa del etanol, pueden continuar el desarrollo por
cuatro vias de activacién, una de las cuales produce ovocitos con extrusion del II CP v
formacién de 1PN. Por otro lado, anormalidades morfologicas del ovoplasma y fragmentacion
citoplasmatica puede ocurrir en los ovocitos activados partenogenéticos, lo cual sugiere que la
apoptosis es un proceso relacionado con la partenogénesis (Takase, K. y col.,, 1995). La
activacion partenogenética también fue descripta en ovocitos humanos (Pickering y col., 1988;
Winston y col,, 1991). Estos ovocitos se pueden dividir y desarrollar hasta estadios de
postimplantacién antes que falle la prefiez (Kaufman, 1973).

A las 14 hs posthCG, se encontré en las hembras tratadas con etanol al 10%, un alto
porcentaje de ovocitos oviductales inmaduros, junto con disminucion de los fragmentados,
posiblemente debido a que los ovocitos inmaduros se fragmentan posteriormente. Esto es lo
que fue observado a las 16 hs posthCG, siendo similares los valores de fragmentacion en las
dos hembras. Pero en el ovario de las hembras tratadas con etanol al 10%, el porcentaje de
ovocitos inmaduros decrecid porque algunos de ellos se fragmentaron y otros permanecieron
intactos. Estos resultados indicarian que el efecto del tratamiento de etanol a nivel ovarico es
modificar el tiempo de maduracion ovocitario. Esto explica la presencia en el ovario de una
pequeiia cantidad de ovocitos inmaduros en relacion con la gran cantidad de ovocitos intactos.
Mads aun, en los oviductos los porcentajes de ovocitos activados incrementaron en las hembras
tratadas con etanol al 10%. A las 20 hs posthCG, un aumento de ovocitos activados se observd
en los oviductos de las hembras tratadas con etanol al 10%. Lo mismo se vio en los ovarios, los
que contuvieron por lo tanto bajos niveles de ovocitos inmaduros. El efecto del etanol persistio
hasta las 20 hs posthCG, cuando se recuperan los ovocitos.

No se realizaron estudios a las 14 y 20 hs posthCG con las hembras tratadas con etanol al 5%,
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porque las mayores diferencias en los efectos del etanol al 10% se encontraron a las 16 hs
posthCG. Entonces, pudimos constatar una similitud en los efectos del consumo de etanol
sobre la calidad de los ovocitos, con la dosis del 10%. A las 16 hs posthCG, también se
encontré aumento en la tasa de ovocitos activados en las hembras tratadas respecto de las
controles, pero elevados porcentajes de anormalidad. Ademas, como la cantidad de ovocitos
inmaduros que se recuperaron fue menor en las hembras tratadas, la tasa de activacion resulto
mayor que con la dosis del 10% de etanol.

Estos resultados sugieren que los ovocitos retenidos en los ovarios pasadas las 16 hs posthCG.
estuvieron expuestos a las influencias del etanol. Se ha descripto que los ovocitos presentan
alta sensibilidad en los dias previos a la ovulacion (Paul y Himmelstein, 1988). También. el
retraso en la ovulacidon y la sobremaduracion de los ovocitos resulta en anormalidades
cromosomicas que llevan a la muerte embrionaria temprana (Butcher y Fugo, 1967). Si los
ovocitos permanecen en los foliculos de Graaf pasada la mitad del ciclo, se incrementa la
incidencia de anormalidades ovocitarias (Hertig, 1967). Por eso, postulamos que la exposicion
al etanol puede alterar o comprometer la maduracién y calidad de los ovocitos y asi la
fecundacion, la cual normalmente ocurre entre las 14 y 17 hs posthCG.

La maduracién ovocitaria prematura se ve reflejada luego en una pobre reproduccioén (Doods
y col., 1989). Postulamos que los efectos del consumo de etanol sobre los ovocitos pueden ser
la induccion de la reasuncion meidtica en momentos incorrectos, y asi el pasaje desde la
inmadurez (VG) a la madurez (metafase II), y de ésta a la activacion (I CP).

La morfologia nuclear de los ovocitos liberados a las 16 hs posthCG se estudié en los
intactos, anormales y activados, de modo de conocer el estado nuclear. En las hembras tratadas
con etanol al 10%. se puso en evidencia que la mayoria de los ovocitos anormales present6
placa metafasica anormal, la cual fue referida a la presencia de cromosomas dispersos en el
citoplasma. Pero, lo mas importante parecié ser la elevada tasa de ovocitos activados con II CP
y 1 PN. En las hembras tratadas con etanol al 5%, se encontr6 alta cantidad de ovocitos
anormales aunque la placa metafésica resulté normal. A diferencia de los ovocitos activados
con el tratamiento de etanol al 10%, con el 5% los activados fueron anucleados (OPN) con II
CP. Los resultados presentados demostrarian que el etanol puede afectar los elementos del
aparato del huso o/y del citoesqueleto. La exposicion al etanol induce anomalias cromosémicas
en las mitosis espermatogoniales, aneuploidias y activacion partenogenética en los ovocitos
expuestos durante la meiosis [ y II (Kaufman, 1985), y husos multipolares asociados con
alineamientos desorganizados de cromosomas (Kaufman, 1997).

Por otro lado, del analisis de los resultados presentados, se podria pensar que los ovocitos
activados espontaneamente encontrados en los oviductos de las hembras, a las 16 hs posthCG
son los que habian sido ovulados antes, a las 14 hs posthCG. El alto porcentaje de activacién

ovocitario de las 14 hs, en controles y tratadas, se reduce posteriormente a las 16 hs porque
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muchos ovocitos se fragmentan, equiparandose los valores de fragmentacion en ambas
hembras, pero quedando elevada la cantidad de activados en las tratadas respecto del control.
Esto se podria inferir de las observaciones en el ovario, donde las hembras tratadas. a las 14 hs
posthCG, mostraron pocos ovocitos activados, y a las 16 hs una tendencia al aumento de la
activacion, pero no significativa al comparar con las hembras controles.

En el oviducto, de las hembras tratadas con etanol al 10%, se mantuvo un grado alto de
ovocitos activados a las 16 hs posthCG. Como, a las 20 hs posthCG, aumenté en el oviducto de
las hembras tratadas, la cantidad de ovocitos activados respecto de los controles y de las 16 hs
posthCG, suponemos que provienen, una parte de los mismos activados oviductales, y otra de
los intactos oviductales con placa metafasica anormal y de la activacién de los intactos del
ovario (proceso que pudo estar transcurriendo desde las 16 hasta las 20 hs). Esto estaria
sostenido por el hecho que en el ovario de las hembras tratadas, a las 20 hs posthCG, se
encontro alta tasa de activacién y aun de ovocitos intactos (maduros), en detrimento de la
cantidad de inmaduros.

A las 16 hs posthCG, en las hembras tratadas con etanol al 5%, se vio un incremento en la
cantidad de ovocitos anormales morfologicamente. Podria pensarse que estos provienen de
ovocitos intactos con placa metaféasica anormal, presentes en el oviducto a las 14 hs, y que
luego pueden activarse (de alli el aumento en ovocitos sin nicleo o con cromosomas dispersos,
y II CP) o deformarse y aparecer asi a las 16 hs. Los embriones de clivaje inmediato también
podrian provenir de ovocitos deformados o activados a las 14 hs. Para esclarecer estas hipotesis
sera necesario la continuacion de estas lineas de investigacién.

Por otro lado, se sabe que las vias dependientes del AMPc juegan un rol importante en los
mecanismos que controlan la maduracién meiética en los ovocitos (Yoshimura y col., 1992).
La maduracién (arresto y reasuncion) del ovocito es mediada por niveles bajos o disminuidos
de AMPc (Bavister, 1982; Ben-Yosef y col., 1993; Downs, 1993). El AMPc propio del ovocito
parece provenir del compartimiento del cimulo (Bomslaeger y Schultz, 1985). También, se ha
demostrado que el incremento de calcio libre intracelular es esencial para la reasuncién
meiotica de los ovocitos de ratén (De Felici y col., 1991; Kline, 1996). Los ovocitos extruyen
el IT CP luego de la exposicion directa al etanol con incremento en el calcio intracelular
(Cuthbertson, 1983; Chatot y col., 1989). Los presentes resultados demuestran que la ingesta
cronica de etanol puede liberar la meiosis II y extruirse el II CP. Quizas, los mecanismos
involucrados en este proceso esten relacionados con la liberacion de calcio de los depdsitos
internos.

Las células del cumulo juegan un rol importante en la activacidén y nutriciéon ovocitaria
(Eppig, 1982, Brower y Schultz, 1982). La expansion de la masa celular del complejo CO es
importante en la regulacion de la maduracion del ovocito (Dekel, 1988). Los resultados

202



muestran que los ovocitos contenidos en la masa de células de la granulosa. de las hembras
tratadas con etanol al 10%, tiene alta activacion ovocitaria cuando el CCO es incubado 6 hs, es
decir aislado del ovario, comparando con los niveles de activados encontrados a las 16 y 20 hs
posthCG (in vivo). Posiblemente, la fisiologia y el control meidtico de la granulosa del
complejo haya sido alterado por el tratamiento con etanol, siendo estos efectos evidenciados
cuando los CCOs son aislados de la hembras. La reasuncién de la maduraciéon puede ocurrir
cuando las células foliculares pierden su habilidad para mantener el arresto meidtico (Byskov.
1978).

También, el detrimento de la calidad del CCO de las hembras tratadas, se manifesté por la
cantidad de sintesis de PGE. Debido a que las PGs estan involucradas en la reasuncién de la
meiosis de los ovocitos a través de la expansion del cimulo, posiblemente participan en la
activacion ovocitaria. Se ha descripto que la PGE estimula el aumento del AMPc intracelular y
por eso suprime la division meidtica de ovocitos aislados (Salustri y col., 1985; Cho, 1976).
Ademas, como los ovocitos del CO aislados del oviducto en el medio de cultivo, presentaron
mayor activacion, incluso que los ovocitos oviductales de las 20 hs posthCG, se analiz6 la
capacidad de sintesis de PGE por el complejo cimulo-ovocitario extraido de las hembras a las
16 hs posthCG con el fin de relacionar la calidad de los ovocitos contenidos con la produccion
de PGE. Entonces, pensamos que la disminucion de PGE medida en el CCO, de las hembras
tratadas con 10% de etanol, debe estar relacionada con alta tasa de activacién espontanea de los
ovocitos contenidos, y que también, la sintesis reducida de PGE puede indicar niveles bajos de
AMPc.

Por otro lado, el porcentaje de ovocitos activados del CCO con el 5% de etanol, no se
encontré mas alto que el control. La sintesis de PGE por el complejo cimulo ovocitario de las
tratadas con etanol al 5% fue mas alta que el control. Esto puede sugerir que la exposicion
crénica de etanol interfiere con los mecanismos de regulacién y control de la gameta por las
células del cumulo. Los efectos de la ingesta de las dos dosis de etanol resultaron diferentes y
antagénicos en CCO, pero igualmente toxicos.

Entonces, el consumo crénico de etanol al 10 y 5%, tendria dos efectos: a nivel ovarico:
retardando la maduracién y ruptura folicular, y a nivel gamético: sobremadurando los

ovocitos y alterando la calidad y fisiologia del CCO.

Para esclarecer la posibilidad de que la presencia de etanol durante la ovulacion pueda afectar
la cantidad y calidad de los ovocitos, se administr etanol al 5% por 72 hs, durante el periodo
de induccioén ovulatoria.

A las 16 hs posthCG las hembras tratadas en forra subcrénica con etanol al 5%, ovulan
menos ovocitos que las controles, y estos fueron activados en porcentajes muy altos respecto
del control. En las hembras tratadas, una alta cantidad de fragmentados en el oviducto. De alli
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que el porcentaje de ovocitos intactos descienda a niveles inferiores al control. Encontramos
entonces que este régimen podia también producir efectos sobre la calidad de los ovocitos en
forma similar al tratamiento cronico. Estos resultados sugieren que, no sélo la dosis de etanol
es critica sino también el tiempo en el cual el etanol es consumido. Con estos estudios podemos
decir que posiblemente haya un efecto "agudo" o "subcronico” dentro del tratamiento crénico.
sobre la respuesta ovulatoria de las hembras tratadas, aunque bien se sabe que el metabolismo
de la ingesta cronica de etanol es diferente de la aguda y de la subcronica, y por eso con esta

ltima, los efectos (tasa de activacion espontanea) fueron mayores.
3. Efectos sobre cl espermatozoide.

Se plantearon estudios sobre las funciones espermaticas de la gameta en el epididimo, de
modo preliminar a los ensayos de fecundacién in vitro, para tratar de establecer cambios a nivel
de la concentracion, motilidad y morfologia de espermatozoide caudal.

Los mecanismos por los que el etanol ejerce sus efectos sobre la fertilidad masculina y la
descendencia no son bien conocidos. Existen varias posibilidades: 1) que reduzca directamente
el contenido espermatico, la viabilidad y la capacidad fecundante. 2) que el alcohol, o su
metabolito, pueda acumularse en el semen y transportarse hasta el ovocito via eyaculacién, con
lo que afectaria directamente la fecundacién in vivo. 3) que el alcohol pueda inducir
alteraciones en los factores bioquimicos secretados en el semen, influenciando la actividad
espermatica en el semen y la subsecuente fecundacion. Estas hipotesis estan sostenidas por
diversos estudios en los que se demostré que el etanol influye, bajo ciertas circunstancias, el
contenido espermatico, induce anormalidades espermaticas y perjudica la capacidad de
penetracion al ovocito (Anderson y col., 1982; Rogers y col., 1986; Van der Colf'y col., 1991;
Badr y Badr, 1975). Es muy posible que los efectos del etanol sean a nivel del metabolismo
espermatico, siendo este muy importante en el proceso de capacitacion (Rogers y
Yanagimachi, 1975).

Los resultados presentes demostraron que ninguna de las dos dosis de etanol administradas en
los machos adultos produjeron modificaciones en la concentracién espermatica ni en la

morfologia.

4. Efectos sobre la fecundacion.

Como parte del proceso de fecundacion, primero se han evaluado pardmetros de la fisiologia
espermatica en el sistema de capacitacion in vitro (medio de incubacién). Siendo los machos

adultos, el consumo de etanol al 10 y 5% no indyjo alteraciones evidentes en la motilidad e
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hiperactivacion.la reaccion acrosomal espontdnea y la viabilidad temprana de espermatozoides
de los animales tratados. Anderson y col.,(1983) describieron que 5 y 10 semanas de
exposicion a etanol al 5% (v/v) es el tratamiento menos severo comparado con la exposicion
por 20 semanas a 5% de etanol, o 5 semanas a etanol al 6% (v/v) de etanol. El primer
tratamiento no produjo cambios significativos en el numero relativo de espermatozoides
dismorficos, pero los ultimos tratamientos produjeron una reduccién del contenido
espermatico, dafo testicular y pobre calidad de espermatogenesis. En este estudio, los
tratamientos con etanol al 10 y 5% por 30 dias (4 semanas) pudieron ser considerados de baja
severidad, comparando con los trabajos previos. Esto es porque no se observaron
modificaciones, no sélo en la concentracion espermatica y la morfologia, sino que tampoco en
los otros parametros medidos en la capacitacion in vitro y en las tasas de fecundacién in vitro.
realizadas con machos tratados con ambas dosis de etanol, y hembras controles.

Solamente, se pudieron evidenciar diferencias en la sintesis espermatica del producto de la
lipoxigenasa (5-HETE). Poco se sabe sobre la produccién de eicosanoides por los
espermatozoides, siendo los trabajos de nuestro laboratorio los que realizaron algunos aportes
sobre los eicosanoides espermaticos y mecanismos celulares implicados (Herrero y col., 1995).

Por otro lado, se han descripto resultados contradictorios acerca de los efectos de las PGs
sobre la fisiologia espermatica. Parece que las PGs inhiben la motilidad espermatica (Cohen y
col., 1977), mientras que también se observo estimulacion (Schlegel y col., 1981). Para Shalev
y col. (1994) la presencia de un inhibidor de la ciclooxigenasa como la indometacina no
produce cambios en la motilidad espermdtica. Tambien se ha descripto que las PGs estan
involucradas en la reaccion acrosomal (Zaneveld y col., 1991, Breitbart y col., 1995), y la
PGE2 aumenta el porcentaje de penetracion en el test de hamster (Aitken y Kelly, 1985).
También, se encontré que los productos de la lipoxigenasa aumentan la reaccion acrosomal de
espermatozoides de hamster (Meizel y Tumer, 1984). Recientemente se sabe que el
espermatozoide murino es capaz de sintetizar PGs, ya que se ha evidenciado la actividad de las
enzimas ciclooxigenasa y lipoxigenasa (Herrero y col. 1995). Sin embargo no existen datos ain
sobre los efectos del etanol sobre los eicosanoides sintetizados por el espermatozoide y por eso
estos resultados son las primeras evidencias sobre alteraciones en la sintesis de los productos de
la lipoxigenasa espermatica. Seria interesante investigar la relacién entre la exposicién directa
del etanol en el medio capacitante y la sintesis de PGs y LTs, o los efectos del tratamiento
cronico con ambas dosis de etanol sobre la reaccién acrosomal inducida y la sintesis de
eicosanoides. Hasta el momento sélo podemos marcar la existencia de un efecto diferencial
producido por los tratamientos sobre el producto de la lipoxigenasa espermética dependiente de

la dosis de etanol dado en forma cronica.
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Los resultados presentados destacan que la ingesta crénica de etanol moderado y bajo
por hembras cn etapa de maduracién sexual produce anomalias en la fecundacién de sus

gametas.

Los porcentajes de activacidn ovocitaria estuvieron reducidos cuando los ovocitos provenian
de las hembras prepuberales tratadas. Cuando los espermatozoides eran de machos adultos
tratados los porcentajes no se alteraron. A las 8 hs postinseminacién una fraccion de los
ovocitos activados tuvieron 1 PN (haploides), la cual fue significativamente elevada cuando
provenian de las hembras tratadas. Se sabe que los ovocitos de la mayoria de los mamiferos
estan detenidos en metafase II de la meiosis después de la ovulacion, pero pueden ser activados
por espermatozoides u otros agentes y formar cigotas diploides o haploides (Shiina y col..
1993, Balakier y Casper, 1993). Para inducir activacién partenogenética in virro de ovocitos
con etanol se requieren dosis desde el 5% (Gulyas y Yuan, 1985, Kubiak, 1989, Marcus, 1990).
In vivo, Dyban y Khozhai (1980) han demostrado que una inyeccién intraperitoneal de 0.35 ml
de 25% de etanol dada en apropiados tiempos luego de la ovulacion espontdnea puede activar
los ovocitos. Cuthbertson (1983) demostrd en raton que las concentraciones de etanol menores
o iguales que el 1% son incapaces de producir activacién ovocitaria. Estos datos sugieren que
la exposicion prolongada de etanol, por ingesta crénica, podria inducir activacién
partenogenética de los ovocitos, y que los ovocitos de las hembras prepuberales podrian ser
mas sensibles. Esta hipotesis pudo ser comprobada ya que se encontraron ovocitos activados en
las hembras tratadas con 10 y 5% de etanol.

Se sabe que los ovocitos con alteraciones morfolégicas y/o dafio en la membrana plasmatica
terminan en la fragmentacién y muerte. Mas aun, se ha descripto que el alcohol puede
aumentar la generacion de radicales libres en los ovocitos (Dawson y col., 1994, Henderson y
col., 1995, Mira y col., 1995), y causar dafio actuando sobre los fosfolipidos, carbohidratos,
metaloproteinas y DNA (Nordmann, 1994, Santiard y col.,, 1995). Asi, el tratamiento con
etanol puede afectar la viabilidad de ovocitos aparentemente normales y/o la tasa de
fecundacién por el incremento de las especies reactivas, o por otros dafios a nivel de las
cubiertas del ovocito. Esto explicaria porque una parte de los ovocitos no activados permanecid
sin ser fecundados.

Los ensayos de fecundacién in vitro evidenciaron: a) disminucién de la activacién
inducida por espermatozoides, y notable aumento en la cantidad de ovocitos intactos. b)

reducciéon de la fecundaciéon por alto porcentaje de ovocitos haploides partenogenéticos

(con un pronicleo).
Relacionando estos resultados con los referentes a los tipos ovocitarios del oviducto
encontrados a las 16 hs posthCG, se puede decir que los ovocitos activados postfecundacién
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provienen de los ovulados presentes en la ampolla oviductal, y no estaria involucrado un
proceso de activacion partenogenética postinseminacion. También, corresponde notar que las
tasas de fecundacion in vitro y porcentajes de ovocitos haploides (activados) fue semejante con
ambos tratamientos.

El nimero de ovocitos fragmentados en la fecundacion in vitro fue elevado en el grupo A x A
(ambos animales tratados). Posiblemente, tuvo mayor tasa de fragmentaciéon debido a que
ambas gametas provenian de animales tratados, y que esta conjuncién pueda haber producido
mayores efectos deletéreos aumentados postfecundacion.

Si la fecundacién no ocurre dentro del corto periodo programado, el ovocito pierde su
capacidad de ser fecundado y comienza la degeneracién (Takase y col., 1995). Pero se conoce
poco acerca de los mecanismos que generan la fragmentacion de los ovocitos. La
fragmentacidn citoplasmatica y del ADN son consecuencias de la "muerte celular programada"
que tiene caracteristicas tipicas de apoptosis (Gavrieli y col., 1992, Gorczyca y col., 1992,
Jurisicova y col., 1996). La fragmentacién puede ocurrir tanto en ovocitos no fecundados que
sufrieron activacion partenogenética (Takase y col, 1995), como cuando la fecundacién esta
retrasada. Por otra parte, el retraso en la fecundacién puede derivar de polispermia, de ovocitos
penetrados pero sin desarrollo del nicleo masculino, de condensacién cromosdémica prematura
sin activaciéon ovocitaria, falla en la unién a la zona pelicida de un espermatozoide
aparentemente normal (Bedford y Kim, 1993), y/o anomalidades cromosémicas (alto grado de
aneuploidia) (Zenzes y Casper, 1992, Munne y Cohen , 1994). En este estudio se ha observado
pocos ovocitos polispérmicos (3PN) independien-temente de los grupos analizados. Pero no
sabemos si los ovocitos fragmentados observados en el grupo A x A fueron polispérmicos
despues de la inseminacion in vitro y antes de fragmentarse.

Los resultados prescntes confirman los efectos téxicos y deletéreos del consumo de

etanol por las hembras sobre la calidad postovulatoria de la gameta femenina.

El tratamiento crénico de etanol altera el comportamiento sexual ya que disminuye la
actividad copulatoria en los machos, generando apareos no existosos (Anderson y col., 1983).
Los estudios aqui presentados de fecundacién in vivo se realizaron con hembras tratadas, de
modo de profundizar el conocimiento de la reproduccién femenina, y tomando en cuenta que la
mayoria de los estudios previos fueron realizados con machos.

En la evaluacién de la fecundacion in vivo (24 hs posthCG o dia 1 de prefiez), el tratamiento

con ambas dosis de etanol, produjo efectos adversos semejantes. Se evidenciaron porcentajes
elevados de ovocitos activados (I CP + 1PN) en detrimento de la tasa de fecundados (II CP +

2PN) en las hembras tratadas con las dos dosis de etanol. Aunque la tasa de fecundacion in vivo
fue mas alta que la de fecundacion in vitro, la primera cay6 significativamente en las hembras

tratadas con etanol al 10 y 5%. Con etanol al 10%, los ovocitos no fecundados activados
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partenogeneticamente parecen provenir también de los ya presentes en la ampolla y ovulados a
las 16 hs posthCG, porque los valores fueron similares a los alli encontrados. Este estudio se
completo con el analisis del estado nuclear de los ovocitos no fecundados intactos. Se puso en
evidencia que con etanol al 10%, las hembras contuvieron muchos ovocitos con placa
metafasica anormal (cromosomas dispersos o 1 PN central), notandose que valores levemente
elevados de estos tipos ovocitarios fueron encontrados tambien a las 16 hs posthCG en el
oviducto. Entonces, una parte de lo ovocitos intactos que tuvieron metafase Il (placa metafésica
normal) fueron fecundados y la otra parte pudo sufrir disrupcidn de la placa y/o fragmentarse.
Esta hipotesis surge de la comparacion de los valores de calidad de los ovocitos ovulados. Con
etanol al 5% algunos ovocitos intactos maduros no fueron fecundados, pero no se puede decir
que la anormalidad de placa fuera la causa de la disminucién de la fecundacidn, porque estos
valores resultaron semejantes a los del control. Por otro lado, se puede destacar que el aumento
de ovocitos activados con 1 PN en la fecundacién in vivo, pudo deberse a: la preexistencia de
estos, a ovocitos en metafase III (presencia de II CP + una metafase II, que se descondensa y
forma 1 pronucleo) y los ovocitos anucleados con II CP que posiblemente fueron penetrados
por un espermatozoide, siendo todos tipos de ovocitos los encontrados en el oviducto de las
hembras, a las 16 hs posthCG. Ademas, se sabe que los embriones de 2 células de clivaje
inmediato, pueden continuar el desarrollo hasta estadios tempranos, o arrestarse y seguir la via
apoptética de fragmentacién. Si fuera el primer caso lo que ocurre con los embriones de 2
células (incrementados) encontrados a las 16 hs posthCG en las hembras tratadas con 5%, estos

se hubieran observados como de 4 células en el momento de la evaluacion de la fecundacion in

vivo. Sin embargo, como no se observaron embriones de 4 células ni un porcentaje elevado de
2 células como antes, podemos afirmar que la mayoria de los embriones de las 16 hs se

fragmentaron y asi incrementaron el pool de fragmentados encontrado postfecundacion.

5. Efectos sobre el desarrollo preimplantativo.

El periodo de preimplantacién embrionario es el menos sensible a los efectos adversos de la
exposicién a agentes mutagénicos, como el etanol. La exposicion a téxicos durante esta etapa
generalmente causa aborto y resorciéon embrionaria, ademas de malformaciones (Webster,
1989). Sin embargo, un teratogeno puede ser embriotdxico y matar tantas células que el
embrién no sobrevive durante este periodo. Los disturbios en el ambiente fisiolégico durante el
primer periodo luego de la fecundacion, pueden interferir con la implantacion del blastocisto o
causar muerte temprana y aborto embrionario, sin causar generalmente malformaciones
congenitas embrionarias (Abel, 1989). Es asi que la mayoria de los estudios realizados con
etanol fueron durante la gestacidn inclusive desde la fase de preimplantacién (Checiu y Sandor,
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1981).

En esta tesis se demostrd que la ingesta cronica de etanol previamente a la fecundacion afecta
el desarrollo embrionario preimplantativo in vitro. Se ha postulado que las malformaciones
congénitas raramente se pueden originar durante el periodo preimplantativo (Karkinen-
Jaaskelainen, 1985). Sin embargo, mujeres que han tenido una exposiciéon simple de gran
volumen de alcohol durante la prefiez temprana pudieron tener hijos con las caracteristicas del
sindrome de alcoholismo fetal (FAS) (Padmanabhan y Hameed, 1988). Estudios en ratas
mostraron que el consumo cronico de etanol por lo menos un mes previo del apareo y durante
el periodo preimplantativo resultd en retraso embrionario (Checiu y Sander, 1982). En ratén. el
mismo experimento, causo increment6 de embriones anormales. Otros estudios mostraron que
el alcohol consumido solo durante el periodo preimplantativo no tiene efecto sobre la tasa de
prefiez (Randall, 1987), a pesar que la administracién aguda de alcohol matema en los estadios
tempranos produjo efectos deletéreos en el embrién murino en desarrollo (Padmanabhan y
Hameed, 1988). Mas aun, se ha descripto que el consumo materno de etanol en dia 4 de prefiez
induce retraso en la cavitacion e incremento del nimero de embriones patologicos (Checiu,
1993).

El estudio del desarrollo embrionario in vitro mostrd que la cantidad de embriones de 2 v 4
células y morulas que se obtienen cuando solamente las hembras fueron tratadas con etanol al
10 y 5% (A x C), o cuando hembras y machos fueron tratados (A x A) con ambas dosis,
decreci6 en el cultivo respecto del grupo control (hembras y machos controles). Sin embargo,
cuando los machos se trataron con 10% de etanol (C x A), se produjo una caida en el desarrollo
de morulas compactadas, lo que sugiere que este tratamiento en los machos pudo producir
efectos que se evidencian a largo plazo, en el desarrollo temprano. Algunos estudios
epidemiologicos han demostrado una reduccion de los pesos de nacidos de padres alcohdlicos
(Little y col., 1987; Sokol y col., 1993). También, se ha visto en animales y humanos que la
administracion crénica prolongada de alcohol a los machos reduce la fertilidad (Lieber, 1990;
Thompson y Woodhouse, 1987) e induce anomalias fetales (Abel, 1993, Cicero, 1994). Otros
autores demostraron que la administracion de dosis altas de alcohol en forma aguda a machos
24 hs antes del apareo no afecta el comportamiento reproductivo, pero resulta en reduccion de
la tasa de fecundacion y en disminucion de la tasa de prefiez y en fetos menos viables, siendo el
mayor efecto observado la pérdida en la etapa preimplantativa (Cicero y col., 1994). Sin
embargo, ain no se conocen los mecanismos por los que el alcohol afecta la fertilidad
masculina y el desarrollo fetal. Se ha hipotetizado que el alcohol podria acumularse en el
semen v ser transportado al ovocito via eyaculacion afectado luego el desarrollo embrionario
(Yazigi y Polakoski, 1992).

Los embriones de hembras tratadas con etanol al 10% (A x C), sufrieron un retraso en su
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desarrollo desde los primeros dias, que también se evidencio en las hembras tratadas con etanol
al 5%, las cuales presentaron ademas, a partir del dia 4 crecimiento mas seriamente afectado.

Al dia 5, incremento la cantidad de mérulas compactadas en el grupo de hembras tratadas con
etanol al 10 y 5%. Ademas, se observé una menor tasa de embriones en blastocisto inicial y
expandido en los grupos con algun animal tratado con ambas dosis, lo cual se deberia tanto al
retraso observado como a la pérdida embrionaria, esta ultima especialmente observada en el
grupo A x C y A x A del tratamiento con etanol al 10%. En consecuencia se observaron pocos
blastocistos expandidos en los grupos tratados. Estos embriones retrasados podrian
posteriormente detener su desarrollo en ese estadio, para finalmente comenzar el proceso
apoptoético de fragmentacion y muerte celular. Esto podria explicar lo que ocurre al dia 6. Los
embriones de los grupos tratados (C x A, Ax Cy A x A) con etanol al 10 y 5%, son incapaces
de desarrollar a blastocisto expandido y ain producir la extrusion de la zona pelicida
(hatching). Esto evidencia que se arrestaron en blastocisto inicial al dia anterior, como fue
observado. Al dia 6, el patrén de desarrollo que mostraron los blastocistos "hatching” de los
grupos tratados con la dosis del 10% de etanol fue similar al de la dosis del 5%, pero en este
caso algunos mas pueden alcanzar este estadio. Al dia 7 con etanol al 10% se obtienen pocos
blastocistos avanzados, debido primero al arresto y segundo, a la pérdida embrionaria. En
consecuencia, de los pocos embriones que llegan a blastocistos expandidos, algunos comienzan
la salida de la zona pelicida mientras que una reducida cantidad alcanzan el estadio extruido.
En el caso de la dosis de etanol al 5%, los mismos patrones de reduccién embrionaria en
estadios avanzados se obtienen, pero en grados menos severos. Esta idea se confirma con el
estudio de la fragmentacion diaria de los embriones. Con etanol al 10%, los embriones de los
grupos A X A 'y A x C, se fragmentaron desde el dia 2 hasta el dia 4, mientras que no ocurrié
con la dosis del 5%, en la cual sélo el grupo A x C mostré aumento de fragmentacién al dia 4.
Esto demuestra que la pérdida embrionaria es mas importante a mayor dosis, con lo cual la
pérdida se produce desde el inicio del desarrollo.

Un embrién arrestado puede presentar morfologia normal o anormal, pero en cualquier caso
posteriormente se fragmentara. Esto es lo que se demuestra con el aumento de embriones
anormales al dia 5 en los grupos tratados con etanol al 10 y 5%, en donde el numero de
moérulas fue elevado en A x C debido al retraso observado, y pocos blastocistos son obtenidos.
Con etanol al 10% la morfologia embrionaria anormal se extendi¢ a los blastocistos de los
grupos C x A, A x Cy A x A. En varias morulas anormales se observaron blastomeros
descompactados, algunos embriones con fragmentaciones en el espacio perivitelino. También
se encontraron pequefios blastocistos con lisis dentro de la cavidad blastocélica o alrededor del
MCI, blastocistos tempranos con formacion anormal del blastocele (dos cavidades). Se sabe
que la transicién de moérula a blastocisto es dependiente del funcionamiento de la Na+/K+
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ATPasa, la cual esta implicada en la formacion del blastocele (Biggers y col., 1988, Leese y
col., 1991). Se ha demostrado que la exposicién directa de etanol produce una reduccién o
inhibicién de la actividad placentaria de la Na+/K+ ATPasa (Swann, 1990). Desde que los
mecanismos de transporte estan asociados con la compactacion y la formacion del blastocele
(Biggers, 1988, Kaye y col., 1982), se puede pensar que los embriones que provienen de
hembras tratadas pueden tener la funcion de transporte alterada. La severidad de estas
anormalidades como su frecuencia, dependeria de la dosis administrada.

Cuando ambos animales fueron tratados (A x A) con ambas dosis de etanol, el desarrollo
embrionario anormal comparado con el control fue mayor. Pero, desde que se incrementé la
fragmentacion embrionaria, no se encontraron altas cantidades de embriones anormales. El
porcentaje de moérulas compactadas fue también menor que en el control, y pocos embriones
llegan hasta blastocistos. Por eso el porcentaje de blastocistos iniciales en dia 5, de expandidos
en dia 6 y extruidos en dia 7 fueron muy pocos con la dosis del 5% y casi ninguno con 10% de
etanol.

Aunque el sindrome de alcoholismo fetal generalmente es atribuido a madres consumidoras
de alcohol durante la prefiez, alrededor del 75% de los nifios con FAS tuvieron padres
alcoholicos (Abel, 1983). Algunas anomalias en la prefiez antes atribuidas al consumo materno
podrian, entonces, deberse al consumo paterno (Abel, 1993). Los resultados presentados en
esta tesis avalan y ratifican los estudios previos, ya que cuando el macho fue consumidor, la
tasa de desarrollo embrionario esta afectada, siendo més severo el efecto si ambos padres
fueron alcoholicos.

Inicialmente se pensé que, aunque las sustancias contenidas en el fluido uterotubarico pasan
facilmente al espacio intercelular del embrion, los toxicos para el desarrollo no tienen efecto
teratogénico durante el periodo preimplantativo. Pero se ha visto que la administracion de altas
dosis de alcohol a hembras durante la prefiez temprana causa reduccién de la tasa de desarrollo
(Webster, 1989). Asi, podia ser posible que los efectos del consumo previo de alcohol sobre el
embrion estuvieran mediados por alteraciones en el ambiente y en la fisiologia oviductal y

uterina, por lo cual el desarrollo preimplantativo in vivo resultaria diferente del desarrollo in

vitro. Esta hipotesis sostuvo los estudios in vivo.

La tasa embrionaria general de desarrollo in vivo, decrecié desde el dia 3 con el tratamiento
de las hembras con etanol al 10%. Pero con el 5% de etanol se observd reduccién de la
cantidad de embriones de dia 4, y los porcentajes fueron mayores inclusive que los obtenidos
con etanol al 10% en ese dia. Nuevamente, estos resultados confirman que la severidad del
consumo de etanol sobre el desarrollo embrionario es dependiente de la dosis ingerida en forma

cronica.
Cuando se analiz6 el desarrollo diariamente, en cuanto a los tipos embrionarios, no se observo

211



una caida en la cantidad de embriones de 2 células (dia 2) en las hembras tratadas con ambas
dosis de etanol. Esto se podria explicar con el analisis de los resultados de la fecundacion in
vivo. A las 24 hs posthCG (dia 1), con etanol al 10 y 5%, el porcentaje de ovocitos fecundados
(I CP + 2PN) del grupo A x C fue menor que en los controles, porque se obtuvieron
cantidades elevadas de ovocitos activados partenogeneticamente (II CP + 1PN). Se sabe que
estos embriones haploides pueden desarrollar hasta estadios incluso postimplantativos
tempranos (Graaham, 1974; Kaufman, 1990; Pickering y col., 1988). Entonces, a las 48 hs
posthCG (dia 2) de desarrollo, una parte de los embriones de 2 células encontrados podrian

corresponder a aquellos haploide. Al dia 3 (72-76 hs posthCG), pocas mérulas
precompactadas y también escasa cantidad de morulas compactadas, se desarrollaron en el
grupo A x C tratado con 10% de etanol, comparando con el control. Mientras, que el grupo A x
C tratado con el 5% de etanol, mostr6 alta cantidad de morulas no compactadas y disminucion
de moérulas compactadas, lo cual bien indica que ocurrié un retraso importante en vez de
pérdida. Del andlisis del numero nuclear por embrion, las mérulas de las hembras tratadas con
etanol al 10% presentaron disminucion en el nimero de células embrionario, es decir,
inhibicion del crecimiento individual. Ademas, la evaluacion el indice mitotico dentro de las
74-76 hs posthCG, resulté aumentado, lo cual indica que muchos embriones de las hembras
tratadas presentaron division celular (células con metafases), mientras en los controles no. Este
parametro elevado evidencia que la divisién celular esta retrasada en los embriones de las
hembras tratadas respecto de los controles.

Se ha observado que los embriones partenogenéticos parecen morfologicamente fecundados
en las primeras divisiones celulares, pero los estadios de mérulas y mas ain de blastocistos
comienzan a ser anormales (Kaufman, 1990), con fragmentos citoplasmaticos perivitelinos
extruidos (Witowska, 1973), y crecimiento retrasado (Kaufman, 1990; Tada y Takagi, 1992).
Estas caracteristicas pueden reflejar el grado de inestabilidad de la membrana plasmatica del
ovocito. Por eso, postulamos que una fraccion de los embriones provienen de los ovocitos
activados haploides de las hembras alcohélicas.
La exacta razén/es por la cual una proporcion de partenogenones haploides fallan en la
blastulacién no se conoce. Se sugiri6 que una posibilidad puede ser que estos embriones
contienen alta cantidad de blastomeros retardados (Kaufman, 1990). El menor nimero de
blastémeros encontrados en las mérulas del dia 3 del desarrollo in vivo con la dosis de etanol
del 10%, y el hecho que estos embriones tuvieran alto indice mitético comparado con los
controles, puede indicar ese retardo en los blastémeros del estadio embrionario del dia 3.

Al dia 4, los embriones fueron recuperados desde las 96 hasta las 99 hs posthCG, lavando
los oviductos y tteros. Analizando el desarrollo durante estas 3 horas, se vio que en las
hembras tratadas con etanol al 10 y 5% se incrementd la cantidad de mérulas, respecto del
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control, mientras la cantidad de blastocistos fue reducida respecto del control. La cuantificacion
de los blastocistos extruidos de la zona pelucida mostré que las hembras tratadas con ambas
dosis de etanol sufrieron una caida de este estadio. En las hembras tratadas con 5% de etanol se
vio una disminucion de los blastocistos extruidos, debida al aumento de estadios anteriores:
blastocistos no extruidos (comparando con el control), aunque también se detectaron indices de
fragmentacién elevados. En el caso del 10% de etanol, las hembras tratadas tuvieron cantidades
similares al control de blastocistos no extruidos, y reduccién de blastocistos extruidos. Asi,
comparando con la dosis del 5%, el tratamiento con etanol al 10% produjo pérdida
embrionaria, que fue mas acentuada que con etanol bajo.

Cuando fue estudiado el desarrollo en las tltimas horas preimplantativas (98-99 hs

posthCG), se vio que con eranol al 10%, las hembras seguian teniendo alta cantidad de
morulas y baja de blastocistos extruidos. Pero a estas horas, se encontré que los blastocistos no
extruidos de las hembras tratadas aumentaron comparando con el control, porque la mayoria de
los embriones del control alcanzaron el estadio de blastocisto extruido (més avanzado). Lo
importante es notar que en estas hembras tratadas con 10% de etanol no cambia ni el patrén de
desarrollo ni las cantidades relativas de embriones tanto en el lapso de 97-99 hs posthCG (3 hs)
como a las 98-99 hs. Esto podria indicar que los embriones se retrasan o arrestan en €sos
estadios durante estas horas. Del anélisis particular de cada embrién, se observé que las
hembras tratadas tuvieron la mayoria de los blastocistos no extruidos en estadio temprano
(inicial), y no hubo diferencias en la cantidad de blastocistos expandidos con el control.
También en las hembras tratadas con etanol al 10%, se encontré reducida la cantidad de
blastocistos extruidos sin cavidad comparando con las hembras controles, que presentaron la
mayoria de los embriones en el estadio de blastocisto implantativo (sin cavidad).

Los estudios a las 98-99 hs posthCG, con hembras tratadas con etanol al 5% mostraron
elevada cantidad de blastocistos no extruidos, pero mayor que con la dosis del 10%. Esta fue la
causa por la que los porcentajes de blastocistos extruidos fueron muy bajos. Aun con esta dosis
de etanol (5%), los embriones de las hembras tratadas siguen alcanzando los estadios de
blastocistos no extruidos en esta etapa tardia. Los valores de estos aumentan comparando con
las 96-99 hs posthCG, a pesar que los niveles de blastocistos extruidos no cambian respecto al
tiempo anterior. Con esta dosis, las hembras tratadas presentaron la mayoria de los blastocistos
en la etapa temprana o inicial, en cantidades mayores que con 10% de etanol. Esto destaca el
hecho que se desarrollan mayores cantidades de embriones que con la dosis de etanol mas alta
a los mismos tiempos. Cabe sefialar que los blastocistos extruidos sin cavidad (implantativos)
casi fueron ausentes en las hembras tratadas, lo cual puede reforzar aun la idea de un retraso
importante.

El tratamiento preconcepcional con etanol al 5% produce en las hembras, un retraso del
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crecimiento embrionario més pronunciado que con etanol al 10%, en reemplazo de elevada
pérdida embrionaria temprana, que es lo que principalmente produce la ingesta de etanol al
10%. Del analisis de los nicleos encontrados en los embriones de dia 4 se desprende
claramente que las hembras tratadas con etanol al 10% presentaron la mayoria de los
embriones con menor nimero de células por embrién, que las controles, lo cual confirma que
los procesos de arresto y fragmentacién ocurren fuertemente con el tratamiento del 10% de
etanol.

El andlisis de la distribucion embrionaria a las 98-99 hs posthCG, mostré que la mayoria de

los embriones (no fragmentados) de las hembras tratadas con etanol al 10%, estuvieron en el
utero, similarmente al control, mientras que en el oviducto no se encontraron embriones. Como
esta cantidad fue menor que en las controles, se puede suponer que fragmentacion y pérdida de
embriones ocurre desde las 96 hs posthCG hasta inclusive mas tarde, porque de lo contrario se
hubieran encontrado embriones en el utero. En cambio, en las hembras tratadas con etanol al
5%, una parte elevada de embriones se encontro en el oviducto, y la otra fracciéon embrionaria
estuvo en el utero, comparando con el control, siendo el porcentaje total de embriones
encontrados a las 98-99 hs posthCG similar al control a estas horas. Esto demuestra que las
hembras tienen un retraso en el transporte oviductal y en el crecimiento de sus embriones, y
que a esas horas no se produce pérdida en el desarrollo en ninguno de estos dos drganos.

El desarrollo embrionario in vitro e in vivo fueron semejantes, dependiendo solamente
de la dosis de etanol consumida previo a la fecundacién, con lo cual queda claro que si

existen alteraciones en la fisiologia tubarica materna, esta no influye de modo decisivo en

el desarrollo preimplantativo.

La localizacion ultraestructural de la PGH sintasa en embriones murinos fue recientemente
demostrada, siendo la marcacién inmunohistoquimica muy intensa en los embriones de 2
células, de 4 células y mérulas mas que en los blastocistos (Van der Weiden y col., 1996). Los
embriones de diferentes estadios obtenidos por fecundacion in virro o desarrollo in vivo,
provenientes de hembras tratadas con etanol al 5%, presentaron produccién alterada de PGE.

Los embriones de 2 células derivados de fecundacion in vitro y desarrollo in vivo de hembras
tratadas con etanol al 5% sintetizan menores cantidades de PGE. No se encontraron diferencias
en las cantidades sintetizadas por las mérulas de hembras tratadas en ambos sistemas in vitro e
in vivo. Los valores de PGE fueron similares debido probablemente a que este estadio contuvo

morulas precompactadas y compactadas, que no fueron separadas para la medicién. No se sabe
si los embriones de 5, 9 o 16 células (precompactadas) pueden sintetizar cantidades diferentes

de PGE que las mérulas compactadas.

Los blastocistos obtenidos por fecundacion y desarrollo in vitro derivados de hembras tratadas
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y controles produjeron cantidades semejantes de PGE. Sin embargo, los blastocistos
desarrollados in vivo, recuperados en dia 4 de las hembras tratadas, tuvieron menor capacidad
de sintesis de PGE que los controles. También se pudo observar que los blastocistos
desarrollados in vitro liberaron menores cantidades de PGE que los desarrollados in vivo.

Como se sabe, el dafio fetal es una de las consecuencias mas importantes del consumo crénico
fuerte de alcohol (Jones y col.,1973; Jones y Smith, 1973), y se ha postulado estar relacionado
con la produccion de PGE.

Cuando ratones prefiados fueron inyectados con acido acetilsalicilico (ASA) una hora antes de
la administracion de alcohol en dia 10 de gestacion, se produjo una caida significativa en el
numero de crias con anormalidades morfoldgicas (Randall y col., 1987). También, Randall y
col (1991) demostraron que el pretratamiento con ASA puede reducir los defectos en fetos de
dia 19, debido a los niveles bajos de PGE en los tejidos embrio-uterinos de dia 10 de gestacion.
A pesar de estos datos, el tratamiento crénico de etanol al 5% previo a la gestacién produce
bajas cantidades de PGE embrionaria.

Koes y col (1974) han demostrado que el consumo crénico de alcohol, aun en presencia de
una dieta adecuada, reduce los depositos de membrana de acido araquidénico (AA), el
principal precursor del sintesis de PGs. Sin embargo, las influencias del etanol sobre la
generacién de PGs son dificiles de interpretar, porque se vio que el etanol incrementa
(Karanian y col., 1985; Thomas y col., 1980) o reduce la sintesis de PGs (Hwang, 1982).

Mientras que en nuestro modelo de alcoholismo crénico, el consumo de etanol al 5% produjo
en las hembras tratadas murinas el 12% EDC, las evidencias previas demostraron que la ingesta
cronico de etanol por ratas hembras (35% EDC durante 29 dias, pero mediante dieta liquida),
produce elevada liberacion de PGs por el utero en diestro (Franchi y col., 1988). Pero también,
hay discrepancia acerca de las cantidades de PGE2 y/o PGE] liberadas en medio de incubacion
por el utero de hembras tratadas cronicamente, dependiendo de la concentracién de etanol,
desde que la ingesta de 20% de etanol deprime la produccién de PGE2 e incrementa la PGE!
(Chaud y col., 1991).

El sindrome de alcoholismo fetal (FAS) producido por el consumo crénico de alcohol, fue
asociado con bajos niveles de dihomogammalinolenico (DGLA) y PGE1 (Horrobin , 1980).
Resultados previos mostraron que la cantidad de PGE] liberada por el embrion de rata de dia 3
fue 5 veces mayor que la produccion de PGE2 (Viggiano y col., 1990). Horrobin involucré a
las PGs de la serie 1 como una de las bases bioquimicas de FAS (Horrobin, 1980). Sin
embargo, otros autores afirmaron que el alcohol afecta la cascada del AA, llevando a la
produccién de PGs de la serie 2 (Anggard, 1983; Pennington y col., 1982). El efecto inicial del
etanol sobre los tejidos con GLA o DGLA es el aumento de la formacién de PGEL. Pero, desde
que los depositos de DGLA son limitados, este efecto inicial del etanol es probablemente
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seguido de la caida en la formacién de PGE!] mientras los depositos se reducen (Horrobin,
1980).

Por otro lado, en el raton, hay una reduccion de PGE2 cuando los embriones son cultivados
con indometacina (inhibidor de la ciclooxigenasa) (Niimura y Ishida, 1987). Ademas, elevada
cantidad de PGE2 materna-fetal produce desarrollo fetal anormal (malformaciones y muerte
fetal) (Abel, 1996). Aunque las PGs estan implicadas en la teratogenesis, el rol en los defectos
en el nacimiento inducidos por el etanol y en el FAS permanecen desconocidos. Por eso,
generalmente se sabe que el alcohol altera los niveles de PGs, pero poco se sabe 0 no se conoce
cémo y donde el etanol lo provoca (Abel, 1996). Por otro lado, la extrusion completa del
blastocisto es obligatoria para el éxito de la implantacion (Van der Weiden y ciol., 1993). Por
eso pensamos que los blastocistos desarrollados in vivo, en las hembras tratadas con 5% de
etanol, ademas de mostrar retraso en el crecimiento, tendran bajas tasas de implantacion
relacionado con la baja produccion de PGE.

Finalmente, aunque la medicion de la sintesis de PGE por los embriones de dia 2 y 4
(blastocistos) no se efectud en las hembras tratadas con etanol al 10%, se podria suponer
también alterada respecto de los controles, porque:

- Se sabe que el incremento de PGE esta asociado a la existencia de anormalidades embrio-
fetales producidas por el consumo de etanol, proponiéndose a las alteraciones en los niveles de
PGs como uno de los mecanismos, y/o causas, de los efectos toxicos del etanol. Los resultados
sobre morfologia embrionaria muestran que el tratamiento con etanol al 10% incrementa la
cantidad de embriones de 2 células y de blastocistos (dia 4) con anormalidades visibles.
Entonces, asociado al incremento de anomalias, la cantidad de PGE embrionaria puede resultar
elevada.

- Dado que la sintesis de PGE por el complejo cumulo-ovocitario (CCO) de las hembras
tratadas con etanol al 5% fue elevada y la del CCO de las hembras con etanol al 10% fue baja,
respecto de los controles (con valores similares), podemos suponer que existe una respuesta
bipolar dependiente de la dosis de etanol consumida, y que asi podria ocurrir con la PGE de los

embriones de hembras tratadas con etanol al 10%.



CAPITULO V

CONCLUSIONES



1. Conclusiones.

Con este trabajo de tesis se demostro, en términos generales, que:
1- El grado de ingesta de etanol depende del sexo del animal, independientemente de la edad. y
de la concentracién administrada.
2- La severidad de la ingesta crénica de etanol se refleja de modo dependiente de la
concentracion de etanol solo en el caso del desarrollo embrionario preimplantativo de ratén.

En términos particulares podemos afirmar que:

a- En la funcion femenina:

. La dosis de etanol al 5% (m/v) administrada en forma crénica (30 dias) a hembras en la etapa
de maduracion sexual y preconcepcional, es la minima capaz de producir efectos adversos
sobre la calidad del ovocito, la fecundacion y los embriones de preimplantacion.

. Los efectos del consumo crénico podrian deberse en parte a las acciones del etanol en los dias
periovulatorios (fase subcronico), pero hay que notar que los efectos deletéreos producidos por
la cronicidad fueron diferentes (menores) que los provocados por el consumo subcrénico. El
tiempo y periodo de exposicion al etanol es critico en cuanto a la intensidad de sus efectos en la
ovulacion y la calidad de los ovocitos.

. La respuesta cuantitativa a la induccién ovulatoria fue reducida en las hembras tratadas con
etanol al 10 y 5%, produciéndose retraso en la maduracion folicular.

. La respuesta cualitativa se alter6 con el consumo de etanol al 10 y 5%. Los ovocitos
oviductales a las 16 hs posthCG, de las hembras tratadas con 10 y 5% de etanol, presentaron
elevados indices de activacion partenogenética, y la capacidad de sintesis de PGE por el CCO

fue reducida con el consumo del 10% y aumentada con el consumo del 5%.

b- En la funcién masculina:

. La concentracién, motilidad y morfologia espermatica caudal de los machos tratados no fue
alterada con etanol al 10 y 5%. Tampoco, fue modificada la motilidad e hiperactivacion, la

reaccion acrosomal espontanea y la viabilidad temprana estudiadas en sistema de capacitacion
in vitro. Solamente la sintesis de S-HETE (producto de la lipooxigenasa) se modificé en forma

bifasica, con ambos tratamientos.
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c- En la interaccién gamética:

. La fecundacién in vitro disminuye en las hembras tratadas con etanol al 10 y 5%. debido a
que: 1) los ovocitos no pueden ser penetrados por los espermatozoides (reduccién en la tasa de
activacién postinseminacion). 2) los ovocitos activados espontaneamente (II CP + 1PN)
tampoco son fecundados, permaneciendo en elevada cantidad. 3) incremento de la
fragmentacién ovocitaria postinseminacion cuando las hembras y los machos fueron tratados
con ambas dosis de etanol.

. La fecundacion in vivo se reduce en las hembras tratadas con ambas dosis, siendo los

motivos los mismos que ocurren en la fecundacién in vitro. Estos resultados demuestran que el
ambiente fisioldgico de la ampolla oviductal no es suficiente para que las hembras tratadas
tengan niveles normales de fecundacién. La ingesta cronica de etanol al 10 y 5% puede afectar
directamente al ovocito y producir anormalidades morfoldgicas ovocitarias, que fueron

semejantes para ambas dosis de exposicion.

d- En el desarrollo preimplantativo:

. El consumo crénico de etanol produce, en el desarrollo embrionario in vitro e in vivo: tasa
embrionaria reducida, retraso en el crecimiento embrionario general y en el tiempo de division
celular individual, arresto en estadios mas tempranos con la dosis del 10% de etanol, pérdida
embrionaria por fragmentacion general, y pérdida individual por reduccién del numero de
células por embridn, acompaiiado de alteraciones morfolégicas mas severas con el consumo de
etanol al 10%.

Se pudo determinar que los efectos de la ingesta de etanol al 10% produce mayor toxicidad que
la dosis del 5%, manifestada por la intensidad de la pérdida embrionaria temprana.

. Asi, podemos afimmar que el consumo de etanol al 10% produce pérdida embrionaria en
estadios mas tempranos que con 5%, en el desarrollo in vitro e in vivo. El consumo crénico de
etanol al 10% es mas severo en sus efectos tardios o de largo plazo relativos al desarrollo

embrionario de preimplantacién.
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2. Perspectivas futuras.

A partir de este trabajo de tesis se plantearon nuevas perspectivas de investigacion relativas al
alcoholismo en la reproduccion, que es un area poco estudiada en nuestro pais a pesar de su
impacto en lo socio-cultural. El diagnéstico y la prevencion de las patologias inducidas por el
consumo de alcohol son tan esenciales como la misma investigacion basica de los mecanismos
de accion del abuso de esta droga. En relacion a este campo reproductivo, se propone continuar
los estudios de toxicidad por el consumo de etanol, haciendo hincapie en los siguientes temas o

topicos que permitan:
a). Elucidar el modo de activacion partenogenética de los ovocitos de las hembras tratadas.

b). Profundizar el conocimiento de los mecanismos de alteracion de la calidad del complejo

cumulo-ovocitario en relacion con la sintesis de PGs y AMPc.

c). Evaluar el complemento cromosémico de los ovocitos y embriones tempranos, v la

formacion de aneuploidias (no disyuncién).

d). Evidenciar la existencia de anomalias en la fisiologia espermatica relacionada con el

sistemas de capacitacion in vitro.

e). Establecer si existe una correlacion entre los niveles de PGE embrionaria y las alteraciones

morfolégicas en el embrion de preimplantacion.

f). Estudiar los efectos del consumo crénico sobre la fisiologia del ttero en la prefiez temprana.

@&/W/
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