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Introduccion

En la actualidad las modernas técnicas de
biologia molecular y celular han permitido
estudiar la complejidad del funcionamiento
de la célula. En este tltimo tiempo especial
interés ha tenido el estudio de la morfologfa
espermdtica para lograr una adecuada selec-
cién de espermatozoides y permitir alcanzar
resultados exitosos en tratamientos de ferti-
lizacién asistida. La morfologia espermdtica
es uno de los mds importantes parimetros
de seleccién y se correlaciona con el poten-
cial de fertilidad. Varios modelos animales
y estudios de fertilizacién in vitro en huma-
nos (Kruger y col., 1986; Ochninger y col.,
1996; De Vos y col., 2003) indicaron que
la morfologia anormal (teratozoospermia)
de los espermatozoides puede afectar drds-
ticamente la fertilizacién, desarrollo em-
brionario e implantacién. Sin embargo, la
aparicién de la técnica de ICSI (Inyeccién
Intracitopldsmica de Espermatozoides) co-
mo método de fertilizacién asistida trajo
aparejado la controversia del papel del es-
permatozoide durante la fertilizacién, ha-
biendo poca informacién disponible acerca
de cémo influye la teratozoospermia en IC-
SI (Nagy y col., 1995; Nagy y col.; 1998;
Host y col., 1999; 2001).
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Los andlisis seminales o zest funcionales
rutinarios utilizados en la actualidad no son
capaces de identificar los factores responsa-
bles de la formacién de espermatozoides de-
fectuosos. Las deficiencias de estos métodos
no revelan la patologia subyacente de los
espermatozoides sino sélo la manifestacion
secundaria (Chemes y Rawe, 2003). La eva-
luacién de las caracteristicas morfoldgicas
utilizando microscopia de contraste de fase
de gran magnificacién y microscopia electré-
nica (ME) permite evidenciar anomalias en
la porcién cefélica del espermatozoide, en la
pieza conectora (estructura muy importante
para el clivaje embrionario), defectos a nivel
del flagelo e integridad nuclear.

Se sabe que los espermatozoides huma-
nos retienen el centriolo proximal durante la
espermatogénesis, mientras que los oocitos
durante la oogénesis pierden los centriolos y
retienen reservas de proteinas centrosomales
(Manandhar y col., 2005; Schatten 1994;
Sutovsky y col., 1999). Luego de la fusién
de las gametas los componentes del centro-
soma se complementan unos con otros y ge-
neran un centrosoma cigdtico funcional.

El centrosoma consiste en un par de cen-
triolos asociados con el material pericentrio-
lar. Los centriolos exhiben un patrén cldsico
9+0 de nueve tripletes de microtibulos sin
el par central y experimentan duplicacién
semi-conservativa en la cual la célula hija
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retiene un centriolo materno y un centriolo
es formado de nuevo (Sluder y Nordberg,
2004).

El material pericentriolar comprende mds
de cien diferentes tipos de proteinas entre
las cuales se encuentra la centrina, y- tubuli-
na que estd directamente relacionada con la
nucleacién de microtdbulos y NuMA (7u-
clear mitotic apparatus protein). Esta tltima
es una proteina nuclear de la interfase, pero
se asocia al centrosoma durante el ensam-
blaje del huso luego de la ruptura de la en-
voltura nuclear (Manandhar y col., 2005).

Durante la fertilizacién, excepto en roe-
dores, el centrosoma del espermatozoide
(centro organizador de microtdbulos) es
el que ensambla el aster de microtibulos
y recluta proteinas centrosomales del oo-
cito dispersas por el citoplasma (Schatten,
1994), permitiendo la migracién del pronu-
cleo femenino hacia el prontcleo masculino
a través del aster espermdtico usando el sis-
tema motor de dineina. En este estadio, du-
rante la fase pronuclear, los centriolos se du-
plican, formdndose dos pares de centriolos
equivalente a dos centrosomas, por lo tanto,
los centriolos paternos son los progenitores
de todos los centriolos de la descendencia
(Schatten, 1994).

Luego de la aposicién de los prontcleos
el centrosoma organiza los cromosomas fe-
meninos y masculinos en placa de metafa-
se y organiza la formacién del huso bipolar
durante la mitosis embrionaria (Sluder y
Nordberg, 2004; Schatten y col., 1985; Pa-
lermo y col., 1997). Algunos defectos en el
centrosoma derivarian en alteraciones en la
formacién del aster espermdtico con la con-
secuente falla de fertilizacién (Rawe y col.,
2000; Rawe y col., 2002).

En el presente trabajo analizamos las ca-
racteristicas estructurales y funcionales de
espermatozoides de un paciente con terato-
zoospermia severa (Indice de Kruger = 6%)
que presentd falla de clivaje embrionario

luego de ICSI. También se estudi6 la dis-

tribucién de centrina en los centrosomas de
las blastémeras de los embriones arrestados
en interfase y se examinaron las fallas de fe-
cundacién de ciclos previos y la fisiopatolo-
gia subcelular presente en uno de ellos.

Materiales y métodos

Los oocitos clasificados como no fecun-
dados (n = 1) entre las 20-40 hs post-ICSI
y embriones (n = 6) detenidos en el dia 5 de
incubacién in vizro fueron estudiados para
observar la distribucién de tubulinas, cen-
trinas y estructuras celulares como el flagelo
espermdtico y material genético. Se consi-
deraron oocitos no fecundados a aquellos
en los cuales no se observaron aparicién de
prontcleos bajo el microscopio de contras-
te de fase. El material de estudio fue otorga-
do al LABINEE (Laboratorio de Biologia,
Investigacién y Estudios Especiales) por el
laboratorio de embriologia del CEGyR con
la debida aprobacién del comité de ética de
la institucién y con el consentimiento infor-
mado del paciente.

Obtencion de espermatozoides de eyaculado
para estudio de morfologia

La muestra de semen se obtuvo por mas-
turbacién, con una abstinencia sexual de 2
a 5 dias y obtenida como médximo una ho-
ra antes de su entrega en el laboratorio en
un recipiente estéril. Se tomé la muestra de
semen y se realizé un lavado de la muestra
agregando igual volumen de PBS. A con-
tinuacién la muestra se centrifugé a 500g
durante 5 min y el precipitado fue resuspen-
dido en PBS de manera tal que se obtuvo
una concentraciéon de 20x10¢ de esperma-
tozoides por mililitro.

Fijacion y permeabilizacion de oocitos y em-
briones

La zona peldcida del oocito que fall6 en
la fecundacién y de los embriones detenidos
se removié mediante el empleo de 4cido ti-
rodes (pH: 2,1-2,5). Luego se realizaron 4

lavados en solucién de bloqueo y se incuba-
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ron en una placa de un hoyo conteniendo 1
ml de solucién de fijacién (formaldehido al
2%) y permeabilizacién (Tritén X-100 1%)
durante 30 minutos a 37°C. El material se
lavé y posteriormente se incubd en gotas
de solucién de bloqueo cubiertas de aceite
por 1 hora a 37°C con el fin de bloquear
los sitios de unidn inespecificos (el material
también puede ser bloqueado toda la noche
a 4°C o bien quedar en la heladera hasta la
realizacién de la inmunocitoquimica).

Inmunocitoquimica

El material se incubd toda la noche a 4°C
0 2 hs a 37°C con el anticuerpo primario en
gotas de 100 ul cubiertas de aceite y a con-
tinuacion se realizaron 4 lavados en gotas de
solucién de bloqueo. Luego el material se
incubé 1 hora a 37°C con el anticuerpo se-
cundario junto con RNAsa (1/10) para que
el RNA no interfiera en la identificacién del
DNA. Esto se llevé a cabo en gotas de 100
w1 cubiertas de aceite y nuevamente se rea-
lizaron 4 lavados en solucién de bloqueo.
Con el fin de visualizar el ADN se realizé
una incubacién durante 25 minutos a 37°C
con 10 ug/ml de un intercalante de ADN,
TOTO-3 junto con RNAsa (1/10) en go-
tas de 100 ul cubiertas de aceite. En el caso
de los oocitos que fallaron en la fecunda-
cién el ADN se visualizé luego de la incu-
bacién durante 25 min con Hoechst 33342
a 37°C. Finalizado el tiempo de incuba-
cién se procedid a realizar los lavados en so-
lucién de bloqueo y los oocitos, y embrio-
nes se montaron en portaobjetos de vidrio
con medio de montaje Vectashield para
retardar el fotoenvejecimiento de la mues-
tra. Los embriones detenidos se visualiza-
ron mediante microscopio confocal Olym-
pus (Facultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales) equipado con rayos léser de longitud
de onda 488, 543 y 633 nm. Los oocitos

que fallaron en la fecundacién fueron vi-

sualizados con microscopio de epifuores-
cencia.

Los estudios de inmunocitoquimica se reali-
zaron por inmunofluorescencia con el uso
de los siguientes anticuerpos primarios y se-
cundarios:

e Anti-a y 8 tubulinas (hecho en oveja):
dilucién 1/200.

e Anti-a tubulinas acetiladas (hecho en
ratén): dilucién 1/100.

o Anti-Centrina (hecho en ratén) 20H5:
dilucién 1/100 (gentileza del Dr. Salis-
bury).

o Anti-Ig 568 nm (rojo): dilucién 1/200.

o Anti-Ig 488 nm (verde): dilucién 1/200.

Resultados
Morfologia espermatica por contraste de
fase

El estudio de contraste de fase mostré un
anormal alineamiento entre la porcién cefé-
lica y el flagelo de los espermatozoides (Fi-
gura 1A, ver flecha). También se pudieron
observar acrosomas pequenos en la regién
apical de la cabeza de los espermatozoides
(hipoplasia acrosomal), (ver flecha Figura
1A). Las Figuras 1B y 1C muestran en detalle
estas anomalias cefdlicas y flagelares. Debi-
do ala fragilidad presente en la insercién
cabeza-cuello, la mayoria de los esperma-
tozoides sufren rupturas en esa zona post-
centrifugado y como consecuencia se visua-
lizan flagelos sin cabeza (Figura 1D) y cabe-
zas sin flagelos.

El esquema de la Figura 1E representa
los diferentes grados de insercidn existentes
entre la porcién cefdlica y el flagelo del es-
permatozoide. En (1) se representa el ma-
terial genético del espermatozoide, en (2)
la vaina mitocondrial y en (3) el flagelo.
El espermatozoide esquematizado a la iz-
quierda de la Figura 1E ejemplifica un nor-
mal alineamiento entre la cabeza y el flage-
lo. Los esquemas de la derecha representan
alineaciones abaxiales con diferentes grados
de insercién. La morfologia de los esper-
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matozoides observada en el microscopio
de fase de contraste se complementé con el
estudio de ME detectando un sindrome de
unién defectuosa de la cabeza-pieza media
con abundantes espermatozoides acefilicos
e hipoplasia acrosomal parcial en un elevado
porcentaje de la muestra.

Figura 1. Insercion abaxial e hipoplasia del acrosoma en
espermatozoides provenientes de eyaculado (Figura 14, B y
G, ver puntas de flecha). Las Figuras 1B y 1C muestran el
detalle de las anomalias cefdlicas y flagelares. En la fignra
1D se evidencia un espermatozoide acefilico (flecha).

Esquema de espermatozoides con diferentes grados de inser-
cion existentes entre la porcion cefdlica y el flagelo (Figura
1E). En (1) se representa el material genético del esperma
tozoide, en (2) la vaina mitocondrial y en (3) el flagelo. E/
espermatozoide esquematizado a la izquierda ejemplifica un
normal alineamiento entre la cabeza y el flagelo. 1os esque-
mas de la derecha representan alineaciones abaxiales con di-

[ferentes grados de insercion flagelar con respecto al eje central
(90 > de 90° y < de 90°).

>90

(83
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i3 2| 90

Ciclos de reproduccion asistida e inmunoci-
toquimica

Luego de tres inseminaciones intrauteri-
nas y un ciclo de FIV fallidos la pareja (con
una infertilidad primaria de 5 afos de evo-
lucién) realizé cuatro ciclos de ICSI con ga-
metas propias y dos ciclos mds con oocitos

donados. En los dos primeros ciclos (Tabla
1, ciclo 1y 2) se obtienen embriones con ta-
sa de clivaje disminuida que luego detuvie-
ron su desarrollo y cigotos que se detuvieron
en el estadio de singamia.

Tabla 1. *Estudiado mediante inmunocitoguimica (1CC).
2PN: Presencia del proniicleo masculino y del proniicleo
Sfemenino 16 horas post ICST (clasificacion para determinar
la fecundacion).

Singamia: Desaparicion de las envolturas de los proniicleos
masculing y femenino bajo microcopio de lug: transmitida.
Las envolturas pronucleares se desensamblan para permitir
la formacidn de la primera placa de metafase del embrion.

Ciclo Técnica Fertilizacion Transferencia Transferencia Embarazo

(dia2) (dia3)
1 ICSI(4MIl) ICSI 3x2PN 2 embriones Negativo
regular calidad y
1x2PN (Singamia)
1 FV@MI)  FIV4xOPN
2 ICSI(8MI) 7x2PN, 4 embriones Ectpico
1XOPN  deregular calidad ovarico
3 ICSI(5MIl)  4x2PN, 3 embriones Negativo
1x1PN regular calidad
y 12PN
4 [CSI(1LMI)  8x2PN, 4 embriones Negativo
1x3PN regular calidad
5 Ovodonacion ~ 10x2PN 3 embriones Negativo
ICSI (10 M) Tasa normal
de clivaje
6 Ovodonacion ~ 4x2PN, 4 embriones Positivo
ICSI (6 MIl) 1xOPN Tasa normal
de clivaje

El resto de los embriones no transferidos
continuaron con la incubacién in vitro has-
ta el estadio de blastocisto, pero se observé
la detencién de los mismos en el dia 5. En
un ciclo posterior (ciclo 3) se obtuvieron
4 cigotos pronucleados luego de ICSI. En
este ciclo uno de los cigotos se detuvo en
el estadio de 2 pronucleos (Figura 2A). La
transferencia de los embriones (ver embrién
Figura 2C) se realiz6 con Assisted Hatching
y remocién de fragmentos debido a la mala
calidad embrionaria, pero no se obtuvo em-
barazo. En el cuarto ciclo los embriones que
se obtuvieron presentaron una tasa dismi-
nuida de clivaje y falta de embarazo normal.
Bajo la sospecha de defectos en la porcién
cabeza-cuello en los espermatozoides los
embriones detenidos del ciclo 4 se estudia-
ron por inmunocitoquimica (ICC) para
analizar la distribucién de la proteina cen-
trina y la dindmica de microtdbulos (Figura
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2D). Los embriones detenidos de este ciclo
mostraron una distribucién anémala de la
proteina centrina en los centrosomas con
una dispersién de la misma en el citoplasma
de las blastémeras embrionarias. El patrén
de microtdbulos en las blastémeras era nor-
mal en estos embriones, observandose una
red de filamentos en todo el citoplasma de
la célula en interfase (Figura 2D).

Ante la observacién de una calidad oo-
citaria regular durante el procedimiento de
ICSI se realizaron dos ciclos de ICSI con oo-
citos donados y espermatozoides cuidadosa-
mente seleccionados para evitar las anoma-
lias observadas. En el quinto ciclo el clivaje
embrionario a las 48 horas fue normal, se
transfirieron 3 embriones y se prosiguié con

Figura 2. Oocito detenido en el estadio de 2 pronsicleos
(2A, microscopia de contraste de fase) y la Fignra 2B mues-
tra la Falla de Fecundacion del paciente con sindrome de
union defectuosa de la cabeza-pieza media. En el recuadro
se observa el estudio de ICC que evidencia ansencia de aster
espernmitico y condensacion prematura de cromosomas pater-
nos con desprendimiento del flagelo (Recuadro Figura 2B,
ver flecha). Se observa la placa metafisica oocitaria (Recua-
dro Figura 2B, ver flecha) y ansencia de activacion oocitaria.
Imagen de microscopia de contraste de fase de un embrion
detenido en el dia 5, evidencidndose fragmentos y blastomeras
asimétricas (Fignra 2C). Estudio de los embriones detenidos
mediante 1CC (Figura 2D). Andmala distribucion de la
proteina centrina de los centrosomas (Figura 2D). Se obser-
va dispersion de centrina en el citoplasma de las blastomeras
embrionarias (flecha Figuras 2D). Microtitbulos organiza-
dos en red de filamentos en todo el citoplasma de la célula.
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el cultivo embrionario a blastocisto, pero los
mismos detuvieron su desarrollo y fueron
descartados. No se observé embarazo en es-
te ciclo (Tabla 1, ciclo 5). En el tltimo ciclo
(ciclo 6) se obtuvieron 4 cigotos pronuclea-
dos y uno sin presencia de prontcleos (falla
de fecundacién) que se estudié mediante in-
munocitoquimica (Figura 2B) para analizar
el patrén de microtabulos, del material ge-
nético y del flagelo espermdtico en la misma.
La falla de fecundacién evidencié ausencia
de aster espermdtico y presenté condensa-
cién prematura de cromosomas paternos
con desprendimiento del flagelo. Las flechas
indican el flagelo disociado de la cabeza del
espermatozoide y la placa metafésica del oo-
cito respectivamente (ver recuadro de la Fi-
gura 2B). Pudo observarse ausencia de acti-
vacién oocitaria. Los 4 embriones obtenidos
se transfirieron a las 72 horas obteniéndose
embarazo que se encuentra en evolucién en

la actualidad (Tabla 1, ciclo 6).

Conclusiones

Durante la mitosis el huso mitético es-
td organizado por el centrosoma que deter-
mina la polaridad y orientacién de los mi-
crotibulos y asegura la distribucién de los
cromosomas durante la divisién (Sluder y
Nordberg, 2004). Es importante conside-
rar al centriolo proximal paterno (y futuro
centrosoma del cigoto) como la estructura
llave de la organizacién de los microttibulos
y la formacién de un eficiente huso mitéti-
co para permitir la distribucién del mate-
rial genético en el embrién en desarrollo.

Como se evidencia en nuestro estudio
las alteraciones de insercién cuello-cabeza
observadas en los espermatozoides del pa-
ciente podrian resultar en disfunciones del
centriolo proximal y/o del material que lo
rodea (pericentriolar), causando la forma-
cién de un aster espermdtico anémalo. La
consecuencia de esta anomalia fue la falta de
singamia y clivaje embrionario defectuoso
con la consecuente falta de implantacién y
embarazo. Luego del estudio detallado de la
patologia espermdtica presente se realizd un
diagndstico y una mejor seleccién del esper-
matozoide a inyectar durante el ICSI. De
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esta manera se caracterizaron las deficiencias
estructurales y funcionales en los esperma-
tozoides anormales y se consiguié embarazo
en el dltimo intento.

Probablemente la causa de las alteracio-
nes en el clivaje embrionario y la distribu-
cién anormal de la proteina pericentriolar
centrina en los embriones detenidos estu-
diados se deba principalmente a la inser-
cién abaxial del flagelo con la cabeza de los
espermatozoides del paciente (sin descartar
la mala calidad oocitaria), debido a que en
esta regién se localiza el centriolo proxi-
mal derivando esta disfuncién en la falta
de implantacién observada. Es importante
resaltar la importancia del estudio previo al
tratamiento de ICSI para que el embriélogo
esté completamente informado y realice una
busqueda exhaustiva del espermatozoide en
el que no estén presentes las alteraciones en
la insercién cuello-cabeza y se incrementen
las posibilidades de éxito en el tratamiento

de ICSL
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