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Resumen

El nucléolo, considerado histéricamente como
el sitio tnico de sintesis de los ribosomas, representa ac-
tualmente una estructura dindmica que participa en im-
portantes procesos celulares, principalmente como regu-
lador del ciclo celular. Es el lugar de reserva de proteinas
fundamentales que intervienen en la mitosis.

Las regiones organizadoras nucleolares (NOR)
son segmentos de ADN que codifican el ARN ribosé-
mico (ARNr), se encuentran asociadas intimamente a
un conjunto de nucleoproteinas dcidas especificas que
pueden ser detectadas mediante técnicas de impregna-
cion argéntica, que se denominan regiones organizado-
ras nucleolares argirofilicas (AgNOR). La cantidad de
AgNOR en interfase estéd estrictamente relacionada con
la rapidez de la proliferacion celular y se ha asociado
fundamentalmente a procesos neopldsicos.

Realizaremos una actualizacién del estudio del
nucléolo en el tracto masculino como marcador de la es-
permatogénesis y su probable transferencia al laborato-
rio de fertilidad masculina.

Palabras clave: nucléolo, regiones organizadoras nucleo-
lares, AgNOR, células germinales, espermatogénesis.

Abstract

The nucleolus has been considered historical-
ly as the unique synthesis site of ribosomes, currently
represents a dynamic structure that participates in im-
portant cellular processes, mainly as a regulator of cell
cycle. It is the place to reserve key proteins involved in
mitosis. The nucleolar organizer regions (NOR) are seg-
ments of DNA encoding ribosomal RNA, are intimately
associated to a specific set of acid nucleoproteins that
can be detected by silver staining techniques, which are
called argyrophilic nucleolar organizer regions (Ag-
NORs). The number of interphase AgNORs is strictly
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related to the rate of cell proliferation and has been as-
sociated mainly to neoplastic processes. We will update
the study of the nucleolus in the male tract as a marker
of spermatogenesis and its possible transfer to the labo-
ratory of male fertility.

Keywords: nucleolus, nucleolar organizer regions, Ag-
NORs, germ cells, spermiogenesis.

Introduccién
Estructura y funcion del nucléolo

El nucléolo fue descripto por Fontana hace més
de 200 afios como “un cuerpo ovoide visible en el nd-
cleo”. Con el advenimiento de la microscopia electréni-
ca pudo conocerse su estructura y a través de la genomi-
ca y protedmica, se sigue estudiando su funcién.

Cuando la célula esta en interfase, en mamiferos
superiores, el nucléolo es un compartimiento subnuclear
que estd generalmente constituido por tres regiones reco-
nocidas por microscopia electrénica de transmision (1).

La primera regién denominada centro fibrilar
es la mds interna. Estd compuesta por finas fibrillas de
~50A de didmetro y contiene cientos de genes en tan-
dem que transcriben para ARNr. A estas zonas se las
denomina regiones del organizador nucleolar (NOR).
También se encuentran las proteinas: ARN-polimerasa I,
ADN-topoisomerasa I y el factor de transcripcion UBF
(upstream binding factor).

Alrededor del centro fibrilar se encuentra el
componente fibrilar denso, el cual se observa como
una capa compacta compuesta principalmente por fibri-
larina. Esta proteina esta involucrada en la 2’o-metila-
cion de ribosas del ARNr y en los primeros estadios del
procesamiento de los ARNT.

Toda la zona fibrilar estd dentro de una region
mds grande, compuesta principalmente por granulos
de 15-20 nm de didmetro, y denominada componente



granular, la cual es la tercera regién y la mds externa
que conforma el nucléolo, donde se realiza el ensam-
blaje de las particulas prerribosomales destinadas a ser
transportadas al citoplasma. En el componente granular
se concentran la fosfoproteina nucleolar B23 y NOP52,
las cuales participan en los estadios intermedios y tar-
dios de la biogénesis de los ribosomas (2) (Figura 1).

Figura 1. Estructura del nu-
cléolo. CG: componente granu-
lar; CF: centro fibrilar; CFD: com-
ponente fibrilar denso.

Funciones del nucléolo

El nucléolo es una estructura dindmica del nu-
cleo de la célula que regula importantes procesos, como
la sintesis ribosomal.

Ha sido propuesto como el paradigma de la
compartimentalizacion funcional nuclear (3). Esta es-
tructura nucleolar es altamente dindmica. Mediante
estudios de videomicroscopia confocal y por medicién
de la velocidad de recuperacién de fluorescencia o de la
pérdida de la senal fluorescente, se ha demostrado que
las proteinas nucleolares encargadas de la transcripcion
(subunidades de la ARN polimerasa I y factores de trans-
cripcidn), del procesamiento de los ARNr (como B23,
NOPS52, nucleolina y RPP29) y la fibrilarina se inter-
cambian continuamente con el citoplasma y con otros
compartimientos nucleares (4).

Sobre la base de los avances recientes en proted-
mica nucleolar y la dindmica de las proteinas nucleolares,
algunos autores proponen que la estructura tripartita del
nucléolo es ain mds compleja, abarcando ademds otros
componentes como cromatina condensada perinucleolar
e intranucleolar, intersticios y vacuolas nucleolares (5).

Recientemente se observé que la nucleolina
puede unirse a una zona de untranslated regions (UTR)
del ARN mensajero (ARNm) que codifica la sintesis del
p53, inhibiendo su sintesis si la célula no estd dafiada;
caso contrario, otra proteina nucleolar, la RPL26, toma
el lugar de la nucleolina induciendo la expresién de p53.
De esta forma, la produccién de esta proteina de un gen
supresor parece ser controlada primariamente por pro-
tefnas de origen nucleolar (6).

También se ha demostrado que la proteina del
retinoblastoma puede inhibir la sintesis de ARNr por la
ARN polimerasa I, a través de la asociacion con el factor
de transcripcién UBF. Se ha observado que durante la di-
ferenciacion celular hay una disminucion de la actividad
transcripcional del ADN ribosomal y una rapida acumu-
lacién de proteinas del retinoblastoma en el nucléolo (7).
En sintesis, pareceria que el nucléolo intervendria en el
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mecanismo de accién de genes supresores que regulan
el ciclo celular.

.Qué son las AgNOR?

Las regiones organizadoras nucleolares (NOR)
son segmentos de ADN que codifican al ARNr y fue-
ron descriptas por primera vez por Heitz y McClintock
(8). Se localizan en las constricciones secundarias del
brazo corto de los cromosomas 13,14, 15, 21 y 22 (9)
en metafase de las células eucariotas. Estas regiones se
encuentran asociadas intimamente a un conjunto de nu-
cleoproteinas 4cidas especificas que pueden ser detecta-
das mediante técnicas de impregnacion argéntica, que se
denominan regiones organizadoras nucleolares argiro-
filicas (AgNOR).

Esta técnica fue llevada a cabo inicialmente por
Howel y Black (1982) y por Ploton y cols. (1986) (10).
Posteriormente, con técnicas electroforéticas, las protei-
nas han sido identificadas tanto en interfase (nucleolina
y proteina B23) como en mitosis (subunidades de ARN
polimerasa I y factor de transcripcién UBF) (11).

La plata (Ag) se une selectivamente a estas pro-
tefnas; su cantidad y estado de fosforilaciéon determinan
la cantidad de tincion NOR, la cual se relaciona con la
actividad proliferativa de una célula dada (12).

Las AgNOR se visualizan en forma de puntos
localizados en el niicleo. El nucléolo de una célula con
bajo nivel de biogénesis ribosomal se caracterizara con
un punto tnico y grande, mientras que el nucléolo de cé-
lulas activas (como por ejemplo, linfocitos activados por
fitohemoaglutinina) tendrd un gran nimero de pequefios
puntos de AgNOR (13).

El 4rea ocupada por estos puntos negros tefiidos
con plata dentro del nucléolo est relacionada con el drea
nucleolar total y con el nivel de sintesis de ribosomas (De-
renzini) (5). Es evidente que en células proliferativas la
cantidad de AgNOR se incrementard progresivamente en
la fase G1 temprana, alcanzando un valor maximo en el fin
de la fase S que permanecera constante en la fase G2 (11).

La cantidad de AgNOR en interfase estd estric-
tamente relacionada con la rapidez de la proliferacion
celular. Se ha reportado que en lineas celulares tumora-
les humanas in vitro, con tiempo de duplicacién celular
corto, habia un alto nimero de AgNOR (14-16). Estos
datos fueron confirmados in vivo en un estudio que rela-
cionaba cantidad de AgNOR con tiempo de duplicacién
de masa tumoral de células cancerigenas humanas en
xenoinjertos en ratones atimicos (17).

El tamafio nucleolar y la actividad de 1a ARN po-
limerasa I en lineas celulares neopldsicas humanas estdn
en relacion inversa al tiempo de duplicacién de dichas cé-
lulas. Estos hechos apoyan la idea de la medicion del area
nucleolar como pardmetro de proliferacién celular (18).

27



Revista SAEGRE - Volumen XIX - N° 3 - Noviembre de 2012

Antecedentes

A partir de los primeros trabajos de Howell, en
1982, y de Ploton y cols., en 1986, diferentes grupos
de investigacion se interesaron en valorar las posibili-
dades diagnoésticas y prondsticas de la determinacion de
regiones organizadoras nucleolares (NOR) en diversas
neoplasias de los animales y del hombre.

La primera aplicacién de este procedimiento de
tincién con plata realizada por Ploton y cols. (19) para
visualizar nucléolos de células cancerigenas de tumores
humanos demostré que las células humanas con céncer
de prdstata tenfan un nimero mayor de AgNOR que las
correspondientes benignas o hiperplasicas.

Después de este trabajo pionero, se estudiaron
las caracteristicas nucleolares de casi todos los tipos de
cancer humano y sus lesiones benignas con la idea de
que el tamafio nucleolar diferente era suficiente para di-
ferenciar una célula benigna de una neoplasica (20).

Se concluy6 que sdlo en pocos casos el tamafio
nucleolar serviria para diferenciar entre células malig-
nas y benignas, ya que existe una frecuente superposi-
cion de los resultados, lo que ha generado reportes de
diverso tipo pero escasamente comparables entre si. Para
unificar resultados, el protocolo de la técnica debe estar
estandarizado y deben establecerse normas procedimen-
tales (21).

Estandarizacion del método

Existen diferencias en la técnica de impregna-
cién y el procedimiento utilizado para cuantificar e inter-
pretar las AgNOR (21). Dos métodos se han propuesto
para el andlisis cuantitativo de las AgNOR: el método de
conteo y el método morfométrico. El primero consiste
en la enumeracion de cada punto impregnado por plata,
lo que resulta dificil, ya que a veces éstos se superpo-
nen y ademds su tamafio es variable, particularmente
en las células cancerosas (22). El método morfométrico
requiere de instrumental costoso, pero preciso; mide el
area ocupada por las estructuras impregnadas en plata y
constituye la forma mds objetiva de cuantificar las Ag-
NOR, para comparar y reproducir (21).

En nuestro laboratorio se realizaron ambos mé-
todos. El de conteo fue empleado para estudiar derrames
de serosas, lo que permite diferenciarlos en malignos
y reactivos. Mds recientemente y contando con nuevas
tecnologias de andlisis de imagenes (Image Pro-plus),
realizamos la morfometria de las AgNOR en lesiones
de cuello uterino como marcador prondstico de lesiones
premalignas (23).

Trabajos recientes sobre AgNOR
Se propuso su utilizacién para diferenciar tu-
mores prostaticos de patologia benigna junto con otros
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marcadores de proliferacién (PCNA) y de estirpe tumo-
ral (citoqueratina 34BE12) con resultados superadores
al diagnéstico morfoldgico (hematoxilina-eosina) (24).
Datos similares fueron reportados en casos de lesiones
macroscopicas orales sospechosas de malignidad; la
sensibilidad fue del 100% para las AgNOR, y fue del
91,17% para la coloracién de Papanicolaou (25)

En cdncer de mama se hall6 alta correlacion
negativa entre los receptores para estrogenos y las Ag-
NOR, lo que indica que este tltimo serfa un buen marca-
dor prondstico (26). Por otra parte, tanto por el método
morfométrico como el de conteo, se pudo diferenciar
carcinoma papilar de tiroides de lesiones tiroideas be-
nignas en punciones con aguja fina (27).

Reportes de utilizacion de AgNOR en testiculo

Hay escasos trabajos referidos a este tema, y to-
dos estan focalizados en el diagndstico de malignidad.
Asi, Loftus y cols. (28) logran aumentar la sensibilidad
del diagndstico de neoplasia germinal intratubular tes-
ticular empleando fosfatasa alcalina placentaria y Ag-
NOR (84% vs. 70% sélo con la técnica de hematoxilina-
eosina). La media del niimero de puntos de AgNOR por
nucleo para carcinoma in situ de testiculo fue de 26,86
(19-52, SD: 2,58); fue de 8,18 (5-14, SD: 2,20) para las
espermatogonias y de 12,96 (9-18, SD: 2,44) para las cé-
lulas de Sertoli, sin que se observara solapamiento entre
los grupos (29). Los mismos resultados se reportaron al
analizar las imagenes por morfometria (30).

Nuestra experiencia: reporte de un caso

Al estudiarse un eyaculado y realizarse el re-
cuento diferencial de células no espermatozoides, se
hace especial hincapié en diferenciar un cuadro infeccio-
so y/o inflamatorio de uno que denote fallas en la esper-
matogénesis. Si bien se habla en general de porcentaje
de células germinales, la coloracién de Papanicolaou
permite diferenciar por criterio morfolégico espermato-
citos de espermatides. La detencion de la espermatogé-
nesis puede ocurrir a diferentes niveles, espermatogonia,
espermatocito o espermdtide (31, 32). Las alteraciones
en la espermatogénesis dependen de multiples factores:
exposicion a altas temperaturas, factores nutricionales,
agentes alquilantes, radiacién, edad avanzada, patologia
genética, infecciones, alteraciones del eje gonadal o pue-
den ser de origen testicular (torsion testicular, hidrocele,
criptorquidea, varicocele) (32). La degeneracién del epi-
telio germinal puede deberse al consumo de drogas em-
pleadas para diversas patologias atin no relacionadas con
el tracto genital. La interaccién molecular de las drogas
con los constituyentes biologicos puede causar cambios
citolégicos profundos y tener efecto téxico. La acumula-
cion de drogas en los lisosomas puede generar cambios
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citolégicos caracteristicos que hablan de la etiologia del
dafio (33).

Hasta el momento, s6lo se emplea la biopsia tes-
ticular para evaluar la detencion de la espermatogénesis.
La detencion en el proceso de diferenciacion de las cé-
lulas germinales puede ser parcial o total, causando oli-
gospermia 0 azoospermia respectivamente. De hecho esta
condicidn puede ser transitoria o permanente. La citologia
espermdtica es un excelente marcador de funcionalidad
del epitelio germinal (34) y una sefal de alerta en casos
de oligozoospermia que podria evolucionar a azoosper-
mia (35). Su estudio podria optimizarse con el empleo de
un marcador de proliferacion como son las AgNOR, para
lo cual describiremos un caso paradigmatico.

Realizamos el seguimiento de un paciente del
Programa de Inseminacion Intrauterina del Hospital de
Clinicas “José de San Martin”. El paciente consumia al-
prazolam y enalapril (20 mg/dia). Nos sorprendié el ha-
llazgo de un nimero bajo de espermatozoides acompa-
flado de una alta celularidad (Tabla I), lo que habla de un
trastorno de la espermatogénesis (36). Lo estudiamos en
cinco oportunidades, en la segunda el cuadro se agravo y
disminuy¢ el nimero de espermatozoides; la concentra-
cion de células germinales en el eyaculado (CG) supe-
16 el valor absoluto de espermatozoides hallados (S), lo
que da un indice CG/S >1. Decidimos estudiar en dicha
oportunidad las células germinales con técnicas suple-
mentarias. Asi empleamos la técnica de TUNEL para
evidenciar fragmentaciéon del ADN (37), eosina para
detectar necrosis y AgNOR para evaluar proliferacion
(22). Paralelamente, realizamos la coloracién de Papa-
nicolaou y microscopia electrénica, correlacionando las
observaciones morfoldgicas con las estructurales.

La Tabla II muestra los resultados hallados a los
15 dias de iniciado el estudio. Mientras que la mitad de
las células evidencian un estado apoptdtico prenecroti-
co (el 46% de las células tenian su ADN fragmentado)
(Figura 2), el 53% de ellas expres6 el marcador de pro-
liferacién celular (Figura 3) y el resto mostré franca ne-
crosis (Figura 4) (38).

Comenzd entonces el tratamiento del paciente
con una forma comercial mezcla de vitaminas y anti-
oxidantes (L-carnitina fumarato 1,725 g, fructosa 1 g,
acetil-L-carnitina 500 mg, vitamina E 60 mg, 4cido ci-
trico 50 mg y vitamina C 30 mg). El cuadro no revirtio;
siguié agravandose, aumentando el indice CG/S y dis-
minuyendo el marcador de proliferacion que fue del 3%
y del 2% a los tres y cuatro meses de iniciado el estudio,
lo que refuerza el concepto de que el dafio en la esper-
matogénesis estaba en progreso. Finalmente, el cuadro
revirtié (CG/S: 0,5) cuando se le suministrd al paciente
citrato de clomifeno.

Infertilidad masculina - Dra. Adriana Rocher
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Figura 2. Ensayo de TUNEL en
células germinales (400X).

Figura 3. Coloracion de AgNOR en células germinales
(1000X).

Figura 4. Test de vitalidad (eosina) (400X).

Discusion

Si bien el estudio de las AgNOR es empleado
junto con otras determinaciones para aumentar la sensi-
bilidad en el diagnéstico de malignidad, en realidad se
trata de un marcador de proliferacion celular.

Al realizar el seguimiento de un paciente que pre-
sentaba franca disminucién del nimero de espermatozoides
y alta celularidad, notamos que la AgNOR fue positiva en
la mitad de las c€lulas germinales estudiadas, lo que indi-
ca actividad nucleolar, mientras que la otra mitad present6
signos de muerte evidenciada a través de la fragmentacion
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del ADN (TUNEL) y el test de vitalidad (eosina). El em-
peoramiento del cuadro citolégico se correlacioné con

Tabla Il. Estudios complementarios realizados en la
muestra Il.

la brusca disminucién de la AgNOR. Se trata de una ex- Técnica empleada Células positivas
periencia unica y preliminar que dio lugar a la formu- Eosing 51%
lacién de una hipétesis que deberia ser probada pobla-

cionalmente. Nuestra propuesta es que en el eyaculado, AgNOR 53%
la disminucion de células germinales que expresan las TUNEL 46%
AgNOR orientarian al diagndstico de falla en la esper-

matogénesis. Esta idea se basa en la observacién por mi-

croscopia Optica y electronica de cambios apoptdticos y

degenerativos de las células de progenie. Estos cambios

aumentan a medida que disminuye la expresion de las

AgNOR, que se convertiria asf en un marcador temprano
de disminucion de proliferacion en casos de oligozoos-
permias que podrian evolucionar a azoospermia.

Tabla 1. Evolucién del espermograma del paciente en el tiempo.

Mta |Tpo. [Vol. [Cc Ez Cc CG [Ez/eyac.|Cél./eyak |[CG [C G CG/Ez |Tratamiento

(ml) | (mill/ml)| (mill/ml) (mill) (mill) (%) |eyac.

I 0 6,5 (8,75 4,40 56,9 28,60 93 {2':51,%“ 0,5 Ninguno

Il 15d [5,6 [0,77 1,00 4,30 5,60 92 15,10 1,2 Ninguno

11 3m [3,7 [0,55 1,45 1,85 5,40 90 (4,90 2,6 Antioxidantes

v 4m |44 (0,99 2,80 4,35 12,30 92 11,30 2,6 Antioxidantes

\ 7m |53 |6,80 3,90 36,00 20,7 86 [17,8 0,5 Antioxidantes + citrato de clomifeno

Cc Ez: concentracion de espermatozoides; Cc CG: concentracién de células germinales; Ez/eyac.: espermato-
zoides/eyaculado; Cél./eyac.: células/eyaculado; CG/eyac.: células germinales/eyaculado; CG/Ez: células

germinales/espermatozoides.
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