Saegre Vol XIII - N22_2006 08/07/06 10:32 AM Page 78 $

PREMIO GINECOLOGIA PROF. DR. ARMANDO MENDIZABAL ACCESIT

DISTRIBUCION NORMAL Y PATOLOGICA DE LA TECA PERINUCLEAR DURAN-
TE LA ESPERMATOGENESIS EN HUMANOS

Constanza Branzinil, Alejandro Espaiioll, Herndn Elena, Héctor Chemes?, Vanesa Rawe.

1_CEGyR; 2-CEDIE, Buenos Aires

RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
la distribucion de la Teca Perinuclear (TP) y acroso-
ma (A) en células germinales y espermatozoides de
hombres normales y con globozoospermia, para lo
cual realizamos ensayos de Inmunocitoquimica y
Microscopia Electronica a fin de determinar la dis-
tribucion de dichas estructuras.

Observamos que los espermatozoides de
eyaculado de hombres normales presentan la dis-
tribucion esperada de la TP y A, mientras que
aquéllos con globozoospermia mostraron ausencia
o falta de asociacion de TP y A con el ntcleo, per-
diéndose estas estructuras con el cuerpo residual.

En base a estos resultados podemos con-
cluir que la ausencia de TP y A en pacientes con glo-
bozoospermia es probablemente debida a la falta de
asociacion de estas estructuras con el nucleo (de la
espermatide), y a su pérdida con el cuerpo residual al
final de la espermiogénesis. Estos resultados sugieren
que las proteinas de la TP funcionarian como ancla-
je entre el acrosoma y el nucleo.

Espermatogénesis, globozoospermia, espermatozoi-

des, infertilidad, acrosoma, teca perinuclear, activa-
cion oocitaria, ICSI
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INTRODUCCION

La biogénesis normal del acrosoma (A) en
mamiferos ocurre durante la espermiogénesis, y
esta dada por el producto de proteinas y enzimas
derivadas del Aparato de Golgi. En las espermati-
des tempranas la vesicula acrosomal esta asociada
al Aparato de Golgi, y se aproxima a la porcién
apical del nucleo anclandose en la envoltura nucle-
ar. Mientras se condensa la cromatina, el nacleo se
elonga, quedando el A del espermatozoide madu-
ro cubriendo los 2/3 anteriores de la superficie
nuclear (Ramalho-Santos y col., 2001; Chemes y
Rawe, 2003; Rawe y col., 2004). En pacientes con
globozoospermia, la pérdida del A esta asociado
con anomalias en la Teca Perinuclear (TP), cubier-
ta de citoesqueleto del nucleo espermatico que
consiste en tres regiones morfologicamente dife-
rentes: la capa subacrosomal (SAR), intercalada
entre la membrana interna acrosomal y la envoltu-
ra nuclear; la TP del segmento ecuatorial, entre la
membrana plasmdtica y la membrana acrosomal
externa; y por ultimo la vaina postacrosomal
(PAS) localizada entre la membrana plasmatica y
la envoltura nuclear, extendiéndose distalmente
desde el segmento ecuatorial (Sutovsky y col.,
2003). La TP mayormente contribuye al modelado
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y arquitectura de la cabeza del espermatozoide
durante la espermiogénesis (Oko y Cleremont, 1998)
y provee una estructura protectora rigida para el
nucleo espermatico durante la maduracion del esper-
matozoide y la fecundacion. Se cree que la TP tiene
asociadas moléculas de sefializacion, que durante el
proceso de fecundacion son importantes para dispa-
rar la activacion oocitaria y el consecuente desarro-
llo embrionario temprano (Sutovsky y col., 2003).

La globozoospermia es una patologia sis-
tematica, es decir, muestra un patrén muy homogé-
neo de defectos presentes en la mayoria de los esper-
matozoides (Chemes 2000). Los pacientes con glo-
bozoospermia exhiben anormalidades en la mem-
brana nuclear y desordenes de condensacion de la
cromatina. Esta patologia esta caracterizada por la
completa ausencia del A, que en ciertas ocasiones se
acompana de anormalidades estructurales en la
pieza media y defectos en la compactacion de la cro-
matina. Existen dos tipos de globozoospermia des-
critos por Singh (1992): el tipo 1, esta caracterizado
por la pérdida completa del A y sus enzimas, siendo
estos espermatozoides incapaces de penetrar la zona
pelucida (ZP) dando lugar a una infertilidad prima-
ria; el tipo II presenta una pequefia vesicula acroso-
mal que cubre a un nicleo conico rodeado por gotas
citoplasmaticas (Vicari y col., 2002).

Aunque el espermatozoide con cabeza
redonda (Tipo I) no puede penetrar la zona peluci-
da del oocito (Weissenberg y col., 1983; Von
Bernhardi y col., 1990), se han reportado algunos
casos de embarazo luego de un ICSI con esperma-
tozoides de estas caracteristicas (Trokoudes y col.,
1995; Rybouchkin y col., 1997; Stone y col., 2000).
Sin embargo, la tasa de fecundacion es pobre
(Battaglia y col., 1997; Edirisinghe y col., 1998)
siendo atribuida a la falta de capacidad del esper-
matozoide de activar al oocito. Escalier (1990) tra-
bajando con espermatozoides humanos de cabeza
redonda con ausencia de A demostro, mediante
ensayos de inmunocitoquimica (ICQ), la ausencia
de TP y calicin en los mismos.

En este trabajo estudiamos la distribucion
de la TP y A en espermatozoides de eyaculado de
hombres fértiles (normales) y pacientes con pato-
logia acrosomal (globozoospermia parcial). El
estudio se completa con la observacion de células
germinales testiculares provenientes de pacientes
con azoospermia obstructiva (con espermatogéne-
sis completa) y un paciente globozoospérmico.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de células de la espermatogénesis testicular
Las muestras testiculares se disgregaron

con pinzas de diseccion en H-HTF (Human Tubal
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Fluid con Hepes) suplementado con 0,5 mg/ml de
colagenasa tipo IA. Luego de 45 min. a 37«C se
logré el aislamiento de los tibulos seminiferos
individuales.

A continuacion se dejo decantar los tibulos
seminiferos, se retird el sobrenadante y se agregod una
solucion de H-HTF suplementado con 1mg/ml de
DNAsa I1'y 0,25 mg/ml de tripsina. Se incub6 duran-
te 45 min a 37 «C para lograr el aislamiento de las
células germinales desde el interior de los tibulos
seminiferos. Posteriormente se agregd inhibidor de
tripsina tipo I-S (0,25 mg/ml), se centrifugd la muestra
a 500G durante 10 min. y se resuspendié en H-HTFE.

Obtencion de espermatozoides de eyaculado

La muestra de semen se obtuvo por mas-
turbacion, con una abstinencia sexual de 2 a 5 dias,
y obtenida como maximo una hora antes de su
entrega en el laboratorio en un recipiente estéril. Se
tomo la muestra de semen y se realizo un lavado de
la muestra agregando igual volumen de PBS. A
continuacion, la muestra se centrifugd a 500 G
durante 5 min. y el precipitado fue resuspendido en
PBS, de manera tal que se obtuvo una concentra-
cién de 20x100 de espermatozoides por mililitro.

Inmunocitoquimica

Las células de la espermatogénesis y esper-
matozoides maduros se depositaron en cubreobje-
tos cubiertos con poli-lisina (2mg/ml), y se dejaron
reposar a temperatura ambiente logrando la adhe-
sion del material al cubreobjeto. Para la fijacion de
la muestra, se tomo el cubreobjeto cubierto con las
células de la espermatogénesis y se lo coloco a tem-
peratura ambiente durante 40 min, dentro de un
pozo de una placa de 6 pozos que contenia PBS +
2% de formalina. Para la permeabilizacion, se reti-
r6 el medio y se agregd PBS + 1% de Triton X-100
por 40 min. Posteriormente, se retird el medio y se
agrego solucion de bloqueo [PBS + 0,3% de albu-
mina bovina (BSA) + 1% de suero fetal bovino +
0,05% de gentamicina] durante una hora a 37C o,
alternativamente, se los puede incubar a 4cC hasta
el dia siguiente, momento en el que se inicia el pro-
cesamiento por ICQ (ver luego).

Para comenzar la incubacion con los anti-
cuerpos de interés, se coloco el cubreobjetos (con las
células adheridas, fijadas y permeabilizadas) en una
camara humeda y se agregdé 200ml del anticuerpo
primario en solucion de bloqueo durante toda la
noche a 4C. Al dia siguiente, se realizaron lavados
con PBS + 0,1% de Triton X-100 y se agrego6 el anti-
cuerpo secundario correspondiente (AlexaFluor
488 o 568) resuspendido en solucion de bloqueo
durante 2 horas a temperatura ambiente. Para la
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visualizacién del ADN se realizaron 4 lavados con
PBS + 0,1% de Triton X-100 y se incubé el prepa-
rado durante 25 min. con Hoechst 33342 a 37C.
Los cubreobjetos con la muestra ya lista a ser
visualizada, fueron montados en portaobjetos de
vidrio con medio Vectashield para retardar el foto-
envejecimiento. Los espermatozoides y las células
germinales testiculares fueron visualizados con
microscopio de epifluorescencia.

Como controles, se realizaron preincubacio-
nes de los anticuerpos primarios por una hora con
sus correspondientes antigenos o se incubaron los
anticuerpos secundarios en ausencia de los primarios.

Los estudios de inmunocitoquimica se rea-
lizaron por inmunofluorescencia, con el uso de los
siguientes anticuerpos primarios usados a diferen-
tes diluciones determinadas experimentalmente:

* TP427 (anti- teca perinuclear) anticuerpo poli-
clonal de conejo (Dr. Richard Oko)

* Alfa tubulinas acetiladas anticuerpo monoclonal
de raton (Sigma T-6793)

* Alfa y Beta tubulinas anticuerpo policlonal de
oveja (Cytoskeleton # ATN 02)

* Acrosina anticuerpo monoclonal de ratén
(Biosonda AMC-ACRO-C5F10-AS, Chile).

Las iméagenes obtenidas fueron procesadas
con Adobe Photoshop 7.0.

Microscopia electronica

Las muestras de semen fueron procesadas
luego de su licuefaccidén, aproximadamente 30
minutos luego de la eyaculacion. El semen fue dilui-
do 1:3 en buffer fosfato 0.1 M, pH 7,4 y centrifuga-
do a 1500 RPM por 10 minutos. Luego de la cen-
trifugacion se decanto el sobrenadante y el pellet
formado, que contiene los espermatozoides, fue
fijado en glutaraldehido al 3 % en el mismo buffer
fosfato, a 4 °C, por 3 horas. A continuacion, luego
de dos lavados en buffer los pellets de espermato-
zoides fueron postfijados en tetradxido de osmio al
1,3%, a 4°C por 3 horas, luego de las cuales se rea-
lizaron dos lavados con buffer. Posteriormente las
muestras fueron deshidratadas en una serie de alco-
hol etilico creciente hasta el grado anhidro, segui-
dos por oxido de propileno e inclusion en Epon
Araldita. Los bloques fueron cortados en un ultra-
micréotomo RMC automatico, con navaja de dia-
mante en secciones de 70-90 nm, tefiidos con citra-
to de plomo y nitrato de uranilo, y observados y
fotografiados en un microscopio electrénico de
transmision Zeiss EM 109. Las fotos fueron esca-
neadas y procesadas con Adobe Photoshop 7.0.
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RESULTADOS

La globozoospermia se caracteriza por la
presencia de espermatozoides de cabeza redonda,
con pérdida de A y enzimas acrosomales (Singh,
1992). La Figura 1 muestra diferentes células testi-
culares aisladas de pacientes con espermatogénesis
completa (azoospermia obstructiva) analizadas
mediante el empleo de los anticuerpos especificos
anti alfa y beta tubulinas (marcacion de microtibu-
los de la manchette y flagelo), y anti acrosina para
evidenciar la presencia del A. Durante la espermio-
génesis temprana, los granulos proacrosdémicos se
desarrollan dentro de las vesiculas del Aparato de
Golgi que se aproximan al nucleo para formar el
granulo acrosémico (Figura 1A). Posteriormente,
el granulo acrosomico se extiende sobre el nucleo
formando el capuchén acrosomal (Figura 1B-D).
Durante el principio de la elongacion de las esper-
matides, el Aparato de Golgi que hasta ese momen-
to estaba asociado al A, comienza a migrar hacia el
polo opuesto de la célula de manera caudal. En el
estadio de espermatides elongadas, el A estd com-
pletamente formado (Figura 1E-F) y los microtu-
bulos ya estan organizados en el polo opuesto al A
formando la manchette. En la Figura 1G puede
observarse un espermatozoide maduro con su A ya
formado en la region apical de la cabeza.

La Figura 2 muestra diferentes células testi-
culares aisladas de un paciente diagnosticado con
globozoospermia, analizadas por inmunocitoqui-
mica mediante el uso de los anticuerpos anterior-
mente mencionados (Ver Materiales y Métodos;
TP427, anti alfa/beta tubulinas y anti acrosina). Las
imagenes obtenidas al microscopio de epifluores-
cencia se superpusieron con las mismas imagenes
tomadas con microscopia de contraste de fase para
el analisis de la morfologia celular. Se observa la
presencia de TP y acrosina en células germinales
durante los primeros estadios de la espermatogéne-
sis. En la Figura 2A se observa el nucleo de la esper-
matide redonda interaccionando con la vesicula
acrosomal. La sefial de acrosina en este caso tiene
menor tamafo en comparaciéon con los hombres
fértiles (hipoplasia acrosomal, comparar con Figura
1E-G). En la Figura 2B puede observarse que el A
no esta asociado al nucleo de la espermatide.

También se puede apreciar una espermati-
de enlongada que no perdio su A, y proteinas de la
TP asociadas a la manchette (Figura 2C). En el
estadio de espermatides enlongadas, se observa a
las proteinas de la TP migrando junto con la man-
chette durante la formacion del cuerpo residual
(Figuras 2 C-E). En la Figura 2F, se observa la
estructura de un A totalmente disociado de la
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Acrosina

A
Figura 1. Panel de ICQ de biopsia de hombres normales. Localizacion de Acrosina (verde) durante los diferentes estadios de la esper-
matogénesis en humanos. (A) Granulo acrosomal en espermatide temprana (Fase Golgi). (B) Espermatide redonda temprana, se obser-
van granulos acrosomales dentro de las vesiculas del Aparato de Golgi. (C) Se muestra la sehal de acrosiona cercana al nucleo (ADN
en azul). (D) Espermatide tardia (Fase capuchon). (E) Durante la espermatogénesis se puede observar la vesicula acrosomal forman-
do un capuchon sobre el nlcleo, el acrosoma extendiéndose por la region apical de la célula, momento que coincide con la elongacion

de la espermatide (Fase acrosomal). (F) Espermatides elongada con avanzado grado de condensacion de cromatina y (G)
Espermatozoide maduro con el acrosoma totalmente desarrollado. (Aumento 100X)

Acrosina

Figura 2. Panel de ICQ de biopsia del paciente con globozoospermia. Localizacion de TP (TP427 rojo), y acrosina (verde). Las image-
nes del microscopio de epifluorescencia se superpusieron con las imagenes de contraste de fase para el analisis de la morfologia celu-
lar. En la Figura 2A se observa el nicleo de la espermatide redonda asociado al acrosoma. En la Figura 2B, se puede observar al acro-
soma (A, verde) disociado del nucleo de la espermatide y restos de TP (rojo, flecha), mientras que en la Figura 2C observamos una
espermatide enlongada con un acrosoma hipoplasico. En este caso, se observan proteinas de la TP migrando junto con la manchette
de microtubulos (rojo). Durante la formacion del cuerpo residual, en las Figuras 2 C-E se observan espermatides enlongadas con micro-
tubulos de la manchette y proteinas de la TP asociadas. En la Figura 2F, se presenta una espermatide redonda con restos de TP y acro-
soma disociado (flecha). En la Figura 2G puede observarse proteinas de la TP en el cuerpo residual y un pequeho acrosoma en la region
apical. En este caso la condensacion de la cromatina es incompleta observandose la formacion de un nicleo esférico. En la Figura 2H
se observan espermatozoides maduros con la cabeza redonda y ausencia de acrosoma o con el mismo vesiculizado alrededor del
nicleo. En estos espermatozoides maduros tampoco se observa presencia de TP. En la Figura 21 se pudo evidenciar la presencia de
una estructura tipo acrosoma disociado (flecha) en un espermatozoide ya maduro. (Aumento 100X)
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espermatide, indicando que posiblemente se desaso-
cie de la porcién apical del nucleo durante la esper-
matogénesis por la falta de la TP. En la Figura 2G la
proteina 427 de la TP se encuentra en el cuerpo resi-
dual. En este caso, la espermatide contiene un
pequefio A en la regidn apical. En la mayoria de los
estadios observados, la condensacion de la cromati-
na es parcial, formandose un ntcleo esférico. Los
espermatozoides maduros de estos pacientes tienen
la cabeza redondeada y presentan ausencia o hipo-
plasia acrosomal marcada (evidenciada por la
ausencia o escasez de acrosina). Al mismo tiempo, se
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observo la presencia ectopica de la TP en la mayoria
de las células analizadas (Figura 2H). En general se
puede afirmar que la muestra patologica testicular
contiene un abundante numero de estructuras celu-
lares aisladas con marcacion positiva para acrosina y
TP (ver flecha en 2I).

El estudio ultraestructural evidencia esper-
matozoides y espermatides en maduracién avanza-
da con serios defectos de la génesis o topografia
acrosomal (Figura 3). Los nucleos espermaticos
fueron redondeados u ovalados, observandose en
algunos de ellos serios defectos de la compactacioén

Figura 3: Microscopia electronica de espermatides maduras y espermatozoides con defectos acrosomales. En 3A se observa
un nicleo ovalado con buena compactacion de la cromatina y un acrosoma muy pequeho y desprendido, alejado del polo apical del
nicleo. Una situacion similar se presenta en 3B, pero aqui la cromatina tiene serios defectos de la compactacion y presenta dos areas
de rarefaccion de aspecto “vacuolar”. En este caso el acrosoma esta representado por dos estructuras, una de pequeno tamaho, algo
alejada del nicleo (punta de flecha) y otro anular (flecha), completamente desprendido. En 3C el espermatozoide de la izquierda pre-
senta un acrosoma completamente disociado del nicleo y migrando al polo caudal (cabeza de flecha), acompahado asimismo por una
estructura acrosomal anular (flecha), mientras que el espermatozoide hacia la derecha evidencia un acrosoma hipoplasico y parcial-
mente desprendido. La figura 3D evidencia un globocito con un resto citoplasmico que remeda un acrosoma rudimentario y hacia la
parte superior de la figura un cuerpo residual, sin nicleo, que contiene un acrosoma desvinculado de su espermatide de origen.
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cromatinica, con areas de rarefaccion de la misma
(Figura 3B). Los A se encontraron presentes, de
tamafio pequefio y formas atipicas, frecuentemente
desprendidos del nucleo, o bien muy alejados del
mismo en el citoplasma residual (Figura 3C), o
completamente separados en cuerpos residuales
pequetios (Figura 3D). En ningun caso se observa-
ron A normalmente desarrollados.

En las Figuras 4A, A’y A" observamos la
morfologia de espermatozoides de eyaculado de
hombres normales, mientras que en las Figuras 4B
y B’ se observan espermatozoides de eyaculado de
pacientes con globozoospermia.

Como cabe esperar, en espermatozoides de
eyaculado de hombres fértiles (Figura 4A) se
puede observar la presencia de TP en la porcion
subacrosomal y ecuatorial. En la misma Figura,
también se observa la presencia de A mediante el
empleo de anticuerpos anti-acrosina. En la Figura
4A observamos el detalle de la localizacidn especi-
fica de la TP en la region apical de la cabeza del
espermatozoide, mientras que en la Figura 4A” se
aprecia el A perfectamente formado en la region
apical de la cabeza del espermatozoide.

En los espermatozoides de eyaculado del
paciente con globozoospermia (Figura 4B), se
evidencia la presencia de la TP sélo en el citoplas-
ma de las células inmaduras y en los restos cito-
plasmaticos de los espermatozoides maduros. A
diferencia del panel 4A, la ausencia de TP y A es
evidente en la gran mayoria de las células analiza-
das. La imagen al microscopio de contraste de fase
muestra de manera panoramica la morfologia de la
cabeza de los espermatozoides redonda (inserto 4A
arriba a la derecha). En la misma puede apreciarse
una cabeza perfectamente esférica y flagelos norma-
les. Luego de la cuantificacion de 500 espermatozoi-
des, se determin6 que el 89,9% de ellos tiene una
morfologia redonda de la cabeza (globocitos). Solo
el 10% de los espermatozoides tienen una morfolo-
gia aparentemente conservada (ver punta de flecha
en inserto). En la Figura 4B’, se detalla el recuadro
de la Figura 4B, en ¢l cual se observa presencia de la
TP en las células inmaduras presentes en el eyacula-
do y una estructura acrosémica disociada (flecha).
CONCLUSION

El presente estudio fue realizado con el fin
de caracterizar mediante las técnicas de ICQ y
microscopia electrénica (ME) los componentes
celulares del espermatozoide, especificamente la
TP, el A y el ADN. Nuestro interés también se cen-
trd en la comparacion de las estructuras esperma-
ticas de hombres normales con las de pacientes con
globozoospermia, analizando las alteraciones
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espermaticas de estos ultimos. La inmunofluores-
cencia es una técnica valiosa para el estudio de
estas estructuras espermaticas, y la ME permite
obtener informacién sobre la organizacion subce-
lular de las organelas. La combinacion de estas téc-
nicas, nos permitio obtener diferentes aproxima-
ciones esenciales para un correcto diagndstico y un
mayor entendimiento de la patologia estudiada. El
uso de la epifluorescencia aplicada a la patologia
espermatica humana, nos ha permitido el estudio
de la espermatogénesis completa en biopsias testi-
culares humanas y en eyaculados de hombres nor-
males y con patologias espermaticas, en las cuales,
la disposicion tridimensional de los componentes
celulares fue la caracteristica distintiva.
Actualmente no se han reportado trabajos de ICQ
con biopsias testiculares humanas de pacientes
globozoospérmicos. Los pocos trabajos de 1CQ
publicados relacionados con la espermatogénesis y
la biogénesis del A y de la TP se han focalizado
unicamente en ratas (Longo y col., 1987; Longo y
Cook, 1991), en toros (Longo y col., 1987; Longo
y Cook, 1991; Oko y Maravei, 1994; Oko y
Maravei, 1995; Sutovsky y col., 2003) y en eyacula-
dos humanos (Escalier, 1990).

En nuestro estudio pudimos observar la
biogénesis del A durante la espermatogénesis nor-
mal, evento que es también muy poco observado
en la literatura. En la espermatogénesis temprana,
los granulos proacrosomicos se desarrollan dentro
de las vesiculas del Aparato de Golgi, que se apro-
ximan al nucleo para formar el granulo acroséomi-
co que luego se extiende sobre el nicleo formando
el capuchén acrosomal. El Aparato de Golgi
comienza a migrar entonces hacia el polo opuesto
de la célula, caudalmente durante el inicio de la
elongacion de las espermatides. En las espermati-
des elongadas, el A esta completamente formado y
los microtiibulos migran hacia el polo opuesto del
A eliminandose con el cuerpo residual. De esta
forma se originan espermatozoides maduros con
A en la region apical de la cabeza, estructura fun-
damental para la penetracion del oocito. En los
resultados obtenidos del paciente con globozoos-
permia, determinamos que el 89,9% de los esper-
matozoides de la muestra tenia una morfologia
redonda de la cabeza (globocitos) y s6lo el 10% de
los espermatozoides de la muestra presenta una
morfologia aparentemente conservada (punta de
flecha), sugiriendo que la biogénesis del A y de la
TP esta severamente afectada. Se observo la pre-
sencia de TP y acrosina en las células germinales
durante los primeros estadios de la espermatogéne-
sis evidenciandose una hipoplasia acrosomal, y
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Espermatozoides normales
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Figura 4. Morfologia de espermatozoides de hombres normales y paciente con globozoospermia provenientes de eyaculado.
En la Figura 4A se observa la localizacion de la TP (rojo), formando la capa subacrosomal en espermatozoides normales. También se
observa la presencia del acrosoma mediante el empleo de anticuerpos anti-acrosina (verde) y el ADN en azul. En la Figura 4A’ se obser-
va la localizacion especifica de la TP en la region apical de la cabeza del espermatozoide; capa subacrosomal, region ecuatorial y capa
post-acrosomal. Al estudiar el acrosoma en estos espermatozoides puede apreciarse al mismo completamente formado en la region api-
cal de la cabeza (Figura 4A”). En la imagen de la ICQ de espermatozoides de eyaculado del paciente con globozoospermia (Figura 4B)
se evidencia la ausencia de la TP en la posicion esperada (comparar con 4A”). En el inserto se observa una imagen del microscopio
optico que muestra la morfologia de la cabeza de los espermatozoides de eyaculado del paciente globozoospérmico. En la Figura 4B’
se detalla el recuadro de la Figura 4B, en el cual se observa la presencia de TP en espermatides redondas y una estructura tipo acro-

soma disociado (Aumento 60X y 100X).

pudiéndose también observar que el A se separa
del nucleo de la espermatide. Posteriormente, en
las espermatides elongadas que todavia no perdie-
ron su A, se ven proteinas de la TP migrando junto
con la manchette durante la formacién del cuerpo
residual. También observamos A disociados en la
muestra de la biopsia testicular y en eyaculado,
indicando que el A posiblemente se disocie duran-
te la espermatogénesis por causa de la pérdida de
la TP. Las proteinas de la TP podrian tener una
funcion en la estabilizacion de las membranas en
la region ecuatorial, previniendo la vesiculizacidén
durante la reaccion acrosomal. La TP es una
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estructura clave para la funcion de moldeado de la
cabeza del espermatozoide, y esta involucrada en
la asociacion estable entre la membrana nuclear y
la membrana interna acrosomal o con la membra-
na plasmatica. Sin embargo, el mecanismo involu-
crado en la asociacién de proteinas con la TP atn
no se conoce. Una de las caracteristicas de las pro-
teinas de la TP podria relacionarse con la interac-
cion proteina-proteina, funcionando como
“cemento” entre el nucleo y el A. En este caso, las
proteinas de la TP estarian anclando el A al
nucleo, otorgando una adecuada diferenciacion
estructural y una estructura protectora rigida para
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el nucleo espermatico durante la maduracion del
espermatozoide y la fecundacion. Estas proteinas de
la TP estarian contribuyendo con moléculas de sefia-
lizacién durante el proceso de fecundacion, impor-
tantes para disparar la activacion oocitaria y el desa-
rrollo embrionario temprano (Sutovsky y col., 2003).

La microscopia de epifluorescencia fue una
herramienta de gran valor, particularmente luego
del estudio de estos patrones en el espermatozoide
entero, y la ME proveyo una herramienta clave en el
estudio de la organizacién ultraestructural.

El estudio ultraestructural confirmo las
serias alteraciones en el tamafio y ubicacion acro-
somal, con ausencia del mismo en muchos esper-
matozoides maduros. Si bien en algunos casos
comunicados de globozoospermia el mecanismo
seria la falta de desarrollo del A por una falla del
Aparato de Golgi de formarlo, en el caso que nos
ocupa pareciera ser que la falta de A se origina por
una falla del Aparato de Golgi de la espermatide
de colocarse en el polo cefalico del nucleo y desa-
rrollar alli un A normal, como lo demuestran nues-
tras observaciones de A bien desarrollados obser-
vados en ubicaciones alejadas del ntcleo, libres en
el citoplasma residual que es separado del esper-
matozoide poco antes de la espermiacién (Chemes
2000, Chemes y Rawe, 2003). Estas alteraciones
muy posiblemente se deben a las anormalidades de
desarrollo de la teca perinuclear, que normalmente
funcionaria como un elemento de anclaje del acro-
soma sobre la membrana nuclear.

Es de hacer notar que cuando se producen
estas alteraciones pueden resultar no solo globoci-
tos sin A o con A pequefio, sino formas ovaladas,
con relativa conservacion de la forma de la cabeza,
pero desprovistas de A y TP. Esta posibilidad es de
particular importancia cuando se seleccionan
espermatozoides para microinyeccion, ya que la
forma ovalada de la cabeza no garantiza la presen-
cia de A y TP. Esta situacidén debe alertar a quien
selecciona los espermatozoides para microinyec-
cion, pues la presencia del A y la TP no sélo es
necesaria para la penetracion en el ovocito (no
importante en el caso del ICSI pues la penetracion
se asegura por la microinyeccion), sino porque
estas estructuras son necesarias para una normal
activacion ovocitaria. Es posible que las fallas de
ICSI comunicadas en casos de patologias acroso-
males se deban a una anormal activacion del ovo-
cito por las razones antes expuestas.
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