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La capacidad reproductiva del hombre adulto esta
condicionada por el esencial proceso de la esperma-
togénesis. La produccion continuada de un ndmero
adecuado de gametos masculinos funcionalmente
competentes depende de multiples factores, y su dis-
rupcion parcia o total representa la mayor parte (al-
rededor del 80%) de las causas de subfertilidad o es-
terilidad masculina [Serio, 1997).

Esguematicamente, la espermatogénesis puede di-
vidirse en tres grandes fases:

a) Multiplicacion y renovacion por mitosis de las
células germinales primordiales, las espermatogo-
nias.

b) Meiosis, que reduce la dotacion cromosdmica a
la mitad, para dar lugar a células haploides. Se inicia
con la duplicacién y recombinacion del material ge-
nético paterno y materno de los espermatocitos pri-
marios, continua con una division mitética que origi-
na espermatocitos secundarios, y finaliza con una
nueva division para formar espermétides redondas.

c¢) Diferenciacién y maduracién de las esperméti-
des, para originar gametos masculinos, en un proceso
conocido como espermiogénesis.

Durante las tltimas décadas se ha obtenido un
considerable conocimiento cientifico de la organiza-
cion anatémicay funcional del testiculo, y se han de-
sentrafiado |os aspectos basicos del control hormonal
responsable del inicio y laregulacion de la prolifera-
cion germinal [Parvinen, 1982]. Ademas, se ha avan-
zado en el descubrimiento de la extremadamente
compleja red de regulacion paracrina dirigida por las
células de Sertoli, y se han identificado multitud de

factores de crecimiento y maduracion que interacttan

en la unidad funcional tubulo intersticial (Gnessi,
1997). Desde principios de los afios noventa se han
empezado a identificar genes que intervienen en la
regulacion de algunos de los pasos criticos de la es-
permatogénesis (Vogt, 1997). Esta informacion, toda-

via fragmentaria, sugiere que por 1o menos un 30%
de las alteraciones de la produccién espermética po-
drian tener una base genética, y que en la mayoria de
los casos se trataria de defectos especificos de la
meiosis localizados en las células germinales y no en
las células de Sertoli. Es probable ademas, que una
proporcién desconocida de trastornos pueda ser debi-
daaalteraciones nutricionales y toxicas.

Desde el punto de vista de la biologia de la repro-
duccion, los aspectos de la espermatogénesis que
pueden tener mayor interés son aquellos que relacio-
nan los conocimientos basicos y clinicos emergentes
con las aplicaciones terapéuticas propias de la espe-
cialidad, esto es, la reproduccion asistiday la em-
briologia. En este sentido, nos parece prioritario con-
siderar aqui algunos de los avances diagndsticos que
la genética clinica esta ofreciendo, puesto que su co-
nocimiento tiene repercusion en el consejo reproduc-
tivo y laactitud terapéutica. Otra cuestion de induda-
ble actualidad es |la suscitada por la posibilidad de
conseguir maduracion de las células germinales en
model os experimentales alternativos, como el cultivo
in vitro o € transplante de células germinales.

DELECIONESDEL CROMOSOMA'Y

El brazo largo del cromosoma Y (Yq) contiene 1)
genes pseudoautosomicos, 2) genes ubicados en las
regiones homologas X-Y, 3) genes especificos de este
Ccromosoma, que se expresan Unicamente en el testi-
culo o tejidos precursores. Este es el caso, por gem-
plo, del gen SRY, que determina la diferenciacion se-
xual, y del grupo de genes candidatos a ser
considerados factores determinantes de azospermia
(AZF). El término AZF (azoospermia factor) fue pro-
puesto por Tiepolo y Zuffardi (1976) a encontrar de-
leciones Yq en el estudio citogenético de algunos pa-
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Tabla 1
Caracteristicas de los principal es genes candidates a AZF

DAZ RBMY USP9Y DBY
Localizacion Yq (AZFc) Yq (AZFb) Yq (AZFa) Yq (AZFa)
Organizacion Familia de genes Familia de genes Gen Unico Gen Unico
Expresion Células germinales Espermatogonias Ubicuo Ubicuo
Espermatocitos Testiculo
Espermét.Redondas
Proteina Union aRNA Union aRNA Ubiquitin hodrolasa Helicasa RNA
Funcion Homologia con Splicing RNA Antigeno H-Y Homologia con
DAZLI (3p24) en Homologia con proteina PL 10
mamiferos rbm murino murina

cientes estériles con azoospermia idiopatica. Estas
grandes deleciones incluian la region eucromatica
Yql1, por que se sugirid que en esta banda se ubicaba
un gen o grupo de genes necesarios para €l desarrollo
normal del epitelio germinal. Con el desarrollo de
nuevos métodos de mapeo cromosdmico y el estudio
de diversas series de pacientes, se determiné que en
muchos casos habia del eciones submicroscopicas, de-
tectables s6lo mediante STS-PCR o hibridacion
Southern. En la actualidad, estas microdeleciones han
identificado tres locus significativos, denominados
AZFa, AZFby AZFc (Vogt, 1996). Una cuarta region
denominada AZFd ha sido propuesta entre AZFay
AZFb (Kent-First, 1999), pero este hallazgo necesita
confirmacion definitiva. Diversos genes situados en
estos locus se expresan en testiculo, y por tanto pue-
den considerarse como genes candidatos AZF.

El método de rastreo utilizado presenta diversos
inconvenientes, ya que muchos de los marcadores es-
pecificos del cromosoma Y tienen varias copias dis-
tribuidas a lo largo de la regién eucromatica. Por otro
lado, algunos marcadores representan polimorfismos
con poco valor diagnéstico. A pesar de las limitacio-
nes actuales, el estudio de microdeleciones Yq se ha
convertido en una técnica diagnéstica rutinaria en pa-
cientes infértiles. Los estudios publicados hasta ahora
en mas de 4800 pacientes sugieren que las microdel e-
ciones Yq son una de las causas especificas méas co-
munes de infertilidad masculina (Foresta, 2001). La
prevalencia calculada de los datos acumulados desde
1992 es del 8,2% en hombres infértiles. En compara-
cién, solo el 0,4% de los individuos fértiles muestran
microdel eciones, probablemente reflejando polimor-
fismos. Sin embargo, €l valor prondstico de estas de-
terminaciones es limitado. Los estudios individuales
muestran una prevalencia muy variable, que oscila
entre el 1% (Van de Ven, 1997) y el 35% (Ferlin,
1999) dependiendo de los criterios de seleccion y

también del nimero y tipo de marcadores estudiados.
Por tanto, no es posible alin conocer laincidenciareal
de microdeleciones clinicamente relevantes. Por
gjemplo, en hombres oligozoospérmicos no seleccio-
nados la frecuencia de deleciones es del 2,9%, pero
aumenta al 11,6% en la oligozoospermia idiopédtica, y
a 14,3% cuando ademés se restringe a oligozoosper-
mia severa (<5x10°/mL). En hombres azoospérmicos
no obstructivos la frecuencia de deleciones es de
10,5%, pero aumenta al 18% si s6lo se tienen en
cuenta los casos idiopaticos. Ademas, si |os pacientes
son seleccionados en base a la histologia testicular, 1a
prevalencia es del 24,7% en oligozoospermia severa
con patron testicular de hipoespermatogénesis severa,
y llega a 34,5% en azoospermia idiopatica con diag-
nastico histolégico de solo células de Sertoli. En con-
secuencia, la gran mayoria de hombres con delecio-
nes Yq son azoospérmicos (84,3%), mientras que un
14,1% presentan oligozoospermia severa
(<5x10%mL) y soélo el 1,6% tienen recuentos esper-
méaticos superiores (Foresta 2001). Estos datos apo-
yan la hipotesis de que las microdeleciones Yq produ-
cen una severa alteracion de la espermatogénesis con
pérdida masiva de la linea germinal, y que el estudio
genético es especia mente recomendable en pacientes
azoospérmicos y oligozoospérmicos que no presentan
otros factores causales tras la evaluacion androl égica
completa.

La frecuencia relativa de las distintas regiones de-
lecionadas se muestra en la Tabla 2. La més coman es
laregion AZFc, que incluye el locus DAZ (60%) se-
guida de laregion AZFb, que incluye el locus RBMY
(16%). Las deleciones amplias que afectan dos o tres
regiones AZF se encuentran en el 13% de los casos, y
en el 6% las deleciones se localizan fuera de los in-
tervalos AZF. Algunas de estas amplias deleciones
pueden observarse en el cariotipo, y coexistir con
presencia normal de todos los marcadores AZF. El fe-
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Tabla2

Frecuencia relativa de deleciones AZF y fenotipos asociados

Tipo de delecion Frecuencia® %

Seminograma

Histologia festicular

AZFa 5 Azoospermia (>65%) SCS (55%)
HipoSPG severa (45%)
AZFb 16 Azoospermia (70%) BlogSPG (55%)
HipoSPG severa (30%)
AZFc 60 Azoospermia (55%) HipoSPG (60%)
Oligozoospermia (45%) SCS (20%)
BlogSPG (20%)
AZF atb 1 Azoospermia SCs
AZFb+c Azoospermia SCS
AZFatb+c 4 Azoospermia SCS

* 6% de los casos externos alaregion AZF
SCS: Solo Células de Sertoli

HipoSPG: Hipoespermatogénesis

BlogSPG: Bloqueo espermatogénico mei6tico

notipo asociado a las deleciones es variable y, en ge-
neral, no hay correlaciones claras entre la localiza-
cion cromosdmicay la expresion clinica. La Tabla 2
muestra |os patrones hallados en los distintos tipos de
delecion, a partir de un conjunto de publicaciones re-
visadas. Las deleciones AZFc se reparten casi por
igual entre los individuos azoospérmicos y los oligo-
zoospérmicos, y la histologia testicular muestra pa-
trones variables (solo células de Sertoli, bloqueo ma-
durativo o hipoespermatogénesis). Ademas, suelen
coexistir tubulos con distinto grado de alteracion y
con histologia diversa en un mismo paciente. Las de-
leciones en AZFay AZFb, aunque menos frecuentes,
suelen producir azoospermia en dos tercios de los ca-
sos, y en general muestran un fenotipo mas grave-
mente afectado, predominando la aplasia germinal
(sblo células de Sertoli) en las deleciones AZFa, y €l
bloqueo en espermatocito en las deleciones AZFb.
Entre las posibles hipotesis para |a heterogeneidad
clinica observada deben considerarse las limitaciones
de los métodos diagndsticos, de forma que deleciones
distintas pueden aparecer como iguales en el andlisis
con STS-PCR. También es posible que las manifesta-
ciones clinicas se vean influenciadas por otros genes,
en particular por genes homologos a los contenidos
en las regiones AZF, pero ubicados en otros cromoso-
mas (DAZL1, etc.). Unicamente los relativamente es-
casos pacientes con grandes deleciones que afectan a
més de un locus AZF presentan invariablemente alte-
raciones mas severas, con azoospermiay patron testi-
cular de sdlo células de Sertoli.

Se ha sugerido que los defectos en la produccion
espermatica asociados a microdel eciones pueden pro-
gresar alo largo del tiempo, por lo que la situacién
encontrada en distintos pacientes puede corresponder
a diversos estadios evolutivos de un mismo proceso
(Page, 1999) y por tanto, los pacientes inicialmente
oligozoospérmicos pueden convertirse en azoospér-
micos con el tiempo. Si esta hipotesis se confirma en
estudios longitudinales, influira notablemente en el
manejo clinico de estos pacientes, y podria justificar
medidas preventivas como la criopreservacion pre-
ventiva de gametos.

L os pacientes portadores de microdeleciones Yq
suelen presentar esterilidad o subfertilidad severa,
aunque hay casos de paternidad espontanea (Vogt,
1996; Stuppia, 1996; Edwards, 1997). Por este moti-
Vo son candidatos a técnicas de reproduccion asistida,
especialmente ICSI, con los espermatozoides obteni-
dos en el eyaculado, o recuperados quirdrgicamente
del epididimo o €l testiculo. Se ha documentado am-
pliamente que, mediante estos procedi mientos, l0s es-
permatozoides portadores de deleciones son capaces
de fecundar ovocitos y producir embriones evol uti-
vos. En cualquier caso, y siguiendo las previsiones de
transmision mendeliana, todos los nifios heredan las
deleciones paternas (Tabla 3). Esta realidad constata-
da obliga a realizar un consejo genético en todos los
casos. Aungue no se conocen actualmente las conse-
cuencias de la transmision de microdeleciones Yq a
los hijos, es de prever que se manifiesten en forma de
infertilidad al llegar alavida adulta. Hay que tener en
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Tabla 3
Resultados reproductivos en deleciones del cromosoma Yg

Pacientes Genotipo Resultado TRA Referencia

nO

3 del AZFc, AZFd, AZFb 3 nifios con delecion Kent-First, 1996
3 del AZFc 4 nifios con delecion Page, 1999

1 del AZFc (DAZ) 1 nifio con delecion Kamischke, 1999
2 del AZFc, AZFd 2 nifios con delecion Cram, 2000

cuenta la posibilidad de que las alteraciones genéticas
sean inestables, y que los hijos presenten deleciones
mas amplias que las de los padres (Stuppia, 1996), o
incluso se acomparien de alteraciones cromosémicas
adicionales.

MUTACIONES EN GENES REGULADORES

Existen tres categorias de genes supuestamente
funcionales en la regulacion de la espermatogénesis.
El primer grupo incluye genes que se expresan espe-
cificamente en la linea germinal. El segundo grupo
abarca genes esenciales para el desarrollo de las go-
nadas. Su alteracion produce secundariamente defec-
tos de la espermatogénesis. Entre estos se encuentran
el gen SRY, responsable de la diferenciacién gonadal
masculina, de la produccion y accién de hormona an-
timulleriana, y el receptor de andrégenos. El tercer
grupo es el de aquellos genes que tienen funciones
conocidas en los tejidos sométicos y ademés en la li-
nea germinal. La esterilidad es entonces un efecto
asociado a otras alteraciones sistémicas detectabl es,
como el sindrome de Prader-Willi, sindrome de
Fanconi, Bardett-Moon-Biedl, Noonan, etc.

Se supone que las alteraciones idiopaticas de la
espermatogeénesis, en ausencia de anomalias impor-
tantes del desarrollo gonadal y de otras enfermedades
somaticas, se deben a mutaciones en algunos genes
del primer grupo, con funciones especificas en mo-
mentos criticos de la maduracion germinal. Como
ejemplo, la proliferacion y renovacién de las esper-
matogonias, la formacion del complejo sinaptonémi-
co meidtico, la diferenciacion de las espermatides,
etc. Se conocen algunos ejemplos de tales genes a
partir de modelos animales, aunque el conocimiento
en humanos de sus homdlogos es mucho menor.

La expresion del sistema CREM en testiculo su-
giere que tiene un papel importante en la maduracion
germinal. Las lineas de raton transgénico con inacti-
vacion (knock-out) de CREM presentan una severa

alteracion de la espermiogénesis (Blendy, 1996). Se
supone que el gen equivalente en humano (HR6B)
también tiene una funcién similar, pero no se han
identificado mutaciones causantes de esterilidad.

Otros genes candidatos para explicar anomalias de
espermatogénesis son los de la familia de las ciclinas,
que intervienen en la regulacion del ciclo celular.
Existen a menos siete genes distintos, que se expre-
san en distintas fases. Laciclina A1 se expresa en la
fase G2, y se encuentran en espermatocitos paquiténi-
cos y diploténicos. Su inactivacién experimental pro-
duce bloqueo completo y apoptosis (Liu 1998). El es-
tudio sistematico de los genes implicados en la
regulacion del ciclo meiotico esta mostrando infor-
macion que probablemente podra trasladarse al hu-
mano y explicar a menos una fraccién de las altera-
ciones de la espermatogénesis (Munell, 2001)

RECEPTOR DE ANDROGENOS

L os andrégenos, sintetizados principalmente por
las células de Leydig del testiculo, son esenciales pa-
ra el desarrollo y la funcién testicular, la maduracion
de los caracteres sexuales secundarios, lalibido y la
estimulacion de la espermatogénesis. EI mecanismo
de accion de los andrégenos se inicia con la unién de
estos a un receptor androgénico (RA) delacéluladia-
nay laformacion de un complejo andrégeno-recep-
tor, que a su vez activara diferentes mecanismos que
estimularan la transcripcion y sintesis de genes an-
drégeno-dependientes y sus correspondientes protei-
nas.

El RA pertenece ala familia de receptores de hor-
monas esteroideas, que se unen a secuencias especifi-
cas del DNA genomico y inducen la estimulacion de
la sintesis de RNA. Los miembros de esta familia de
receptores poseen un dominio o region N-terminal,
un dominio de uniéon DNA y un dominio unién a hor-
mona. Mientras los dominios de unién a DNA y a
hormona son muy parecidos entre las diferentes hor-
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monas esteroidales, el dominio N-terminal tiene poca
similitud entre los diferentes receptores de esteroides.
El gen que codifica para el RA se localiza en la re-
gién pericentromérica del brazo largo del cromosoma
X (Xq 11-12). El dominio N-terminal es codificado
en su totalidad por el exén 1, mientras que el dominio
de union DNA es codificado por los exones 2y 3,y
el dominio de unidn al esteroide es codificado por los
exones 4 a 8. Una importante caracteristica del
dominio N-terminal es la presencia de tripletes CAG
repetidos, en nimero variable que oscila entre 14 y
31, que codifican para el aminoacido glutamina
(Edwards, 1992).

Las mutaciones del RA suelen producir sindromes
de resistencia que se manifiestan como alteraciones
de la diferenciacion sexual, ademés de comprometer
el desarrollo gonadal (Quigley 1995). Sin embargo,
estas mutaciones son relativamente infrecuentes, y
siempre se acompafian de malformaciones congéni-
tas.

La cadena de tripletes CAG, y mas concretamente
las variaciones en su longitud han despertado un gran
interés en los Ultimos afios a haberse comprobado la
relacion entre una longitud mayor de la cadena de po-
liglutaminas y el desarrollo de enfermedades neuro-
degenerativas, en especial la atrofia muscular espino-
bulbar o enfermedad de Kennedy, donde los pacientes
presentan 40 o mas CAG repetidos en comparacion
con la poblacién normal donde la longitud es inferior
a 35 (La Spada, 1991). La etiologia de la expansién
de la cadena de trinucledtidos y |os mecanismos mo-
leculares que provocan esta enfermedad neurol égica
no se conocen, aungue se ha demostrado que una pro-
gresiva expansion de la cadena de tripletes en € RA
humano provoca una disminucion lineal de lafuncién
de transactivacion (Mhatre, 1993). Es interesante
constatar, ademés, que los pacientes afectos de enfer-
medad de Kennedy presentan baja funcionalidad del
RA gue se manifiesta a partir de los 20 a 30 afios co-
mo atrofia testicular e hipogonadismo, oligozoosper-
mia o azoospermia, y fertilidad reducida (Arbizu,
1983).

De forma contraria, también se ha demostrado que
un acortamiento de la secuencia de tripletes se asocia
a un aumento del riesgo de cancer de proéstata de for-
ma temprana, probablemente debido a un aumento de
la capacidad de androgenizacion del RA y una esti-
mulacién anormalmente alta del tejido prostatico
(Hardy, 1996). Estudios més recientes apoyan la exis-
tencia de un nimero aumentado de tripletes CAG en
pacientes infértiles, y una reduccién de la capacidad
de transactivacion en comparacion con sujetos fértiles
(Tut, 1997, Dowring, 1999). La correlacion inversa

entre la concentracion esperméticay lalongitud de la
cadena CAG parece incluso existir en pacientes férti-
les (Eckardstein, 2001). Es posible que las variacio-
nes de la funcién del RA puedan explicar en el futuro
una proporcion significativa de las oligozoospermias
actualmente consideradas como idiopéticas.

INDUCCION DE LA ESPERMATOGENESIS
Y TRANSPLANTE DE CELULAS
GERMINALES

El interés por la posibilidad de conseguir la madu-
racion de las células germinales in vitro se ha reavi-
vado recientemente con la descripcion de progresion
transmei ética de espermatocitos primarios humanos
hasta su maduracion a esperméatide, en un sistema
muy simple de cultivo y en un plazo de tiempo sor-
prendente (Tesarik, 1998). La maduracién in vitro se
consiguié a partir de fragmentos de tejido testicular
desagregado por métodos mecanicos y enzimaticos, y
procedia de pacientes azoospérmicos por causa obs-
tructiva, pero también por hipoespermatogénesis se-
vera e incluso por bloqueos madurativos precoces
(Tesarik, 2000). Es posible que, al menos en parte,
los efectos observados reflejen un fenémeno de selec-
cion de las células con mayor capacidad de supervi-
venciaalo largo del periodo de cultivo, entre 24y 72
horas (Tesarik, 1999).

L os primeros estudios de transplante de células
germinales se realizaron en ratones (Brinster, 1994).
Por medio de microinyeccién de células troncales es-
permatogénicas en el interior de tlbulos seminiferos
de animales huésped (mutantes C-kit o tratados con
busulfan) se consigui6 restauracion parcial de la es-
permatogénesis, que se prolongé hasta dos meses
después del transplante. Posteriormente se han reali-
zado modificaciones metodolégicas y se han ensaya-
do diversos modelos de xenotransplante, utilizando
como donantes células germinales de rata, hamster,
Conejo, Mono y especimenes quirdrgicos de testiculo
humano (Schlatt, 1999). Hasta ahora, €l Unico sistema
en el que se ha conseguido una progresion completa
de la espermatogénesis es el de rata a raton
(Clouthier, 1996). Ademés de conseguir significati-
vos avances en la eficacia del método, esta linea de
investigacion ha contribuido a conocer mejor ciertos
aspectos fisiolégicos de la relacion entre las células
sométicas del tubulo seminifero y lalinea germinal.
Se sabe por gjemplo, que las células germinales trans-
plantadas a un huésped de otra especie, adoptan la ci-
néticay la topografia propias de la especie donante,
de modo que parece ser lalinea germinal la que dicta
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el programa de desarrollo (Franca, 1998). Asimismo,
se han desarrollado métodos para el cultivo prolonga-
do de espermatogonias, facilitando un potencial
transplante diferido (Nagano, 1998). Las especies
mas cercanas al hombre en las que se han realizado
experimentos de transplante han sido primates (maca-
cos y titis), depositando espermatogonias en la rete
testis (Schlatt, 1999). De este modo es posible relle-
nar retrogradamente hasta el 70% de los tubulos se-
miniferos en especies con gbénadas relativamente
grandes, que harian inviable la microinyeccion intra-
tubular. Aunque quedan muchos problemas por resol -
ver, el transplate homélogo germinal, y quizas en el
futuro el xenotransplante, pueden ser una forma de
tratamiento efectiva en ciertas situaciones de esterili-
dad masculina, especial mente las formas adquiridas
por enfermedades o tratamientos potencia mente este-
rilizantes.
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