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Resumen

Tras una breve introduccién histérica se describen los tres componentes principales del testiculo
adulto: células de Sertoli, epitelio germinal y células de Leydig en €l intersticio. Se esboza las princi-
pales fases y hechos de la meiosis y los factores endocrinos y genéticos que la regulan. Entre las etio-
logias de las alteraciones de |a espermatogénesis se exponen las alteraciones cromosomicas tanto so-
maticas como solo germinales. En las alteraciones germinales se comenta y compara el estudio
cromosomico efectuado en biopsia testicular y en esper matozoides.

Entre las alteraciones genéticas se describen las microdeleciones del Y, las alteraciones genéticas que
afectan ala movilidad y a la morfologia esperméticas. Se recalca la importancia de un conocimiento pro-
fundo de la espermatogénesisy sus alteraciones para diagnosticarlas, tratarlas si la etiologia lo permite;
valorar si se podran obtener espermatozoides en caso de azoospermia secretora e informar al paciente
del riesgo de transmitir a su descendencia la alteracién cromosdmica o genética que tuviere.

Palabras clave: Espermatogénesis. Estudio meiotico. FISH en espermatozoide.
Microdeleciones del Y

Summary

After a brief historical introduction, the three main components of the adult testis are described: the
Sertoli cells, the germinal epithelium and the interstitial or Leydig cells. The main phases and events
of meiosis are described, as well as the endocrine and genetic factors that regulate it. The etiologies
of alterations of spermatogenesis are discussed, including chromosome alterations in somatic cells
and those only affecting germ cells. In alterations in germ cells, chromosome studies performed using
testicular biopsies and sperm are commented upon and compared.

Genetic alterations involving microdeletions of the Y chromosome are described, as well as those af-
fecting sperm motility and morphology. The importance is stressed of the need for in-depth knowledge
of spermatogenesis and its alterations so they can be diagnosed and the etiology in question can be
treated, if possible. Emphasisis also placed on evaluating whether or not sperm can be obtained in
the case of secretory azoospermia and informing the patient of the risk of transmitting any chromoso-
me or genetic alterations to his descendants.
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INTRODUCCION

Antony Van Leeuwenhoek (632-1723), natural de
Delft, (Holanda) en numerosas cartas enviadas a la
“Royal Society” de Londres escribi6 sus observacio-
nes en |os rudimentarios microscopios que é mismo
se fabricaba. Eran microscopios de una lente ilumina-
da por una lampara de gas. En una de esas cartas des-
cribio los espermatozoides de un eyaculado. Eran los
primeros ojos que los escudrifiaban. En 1678 estas
cartas se publicaron en “Philosophical Transactions’
en Londres (1); y en 1722 en “Opera Omnia”, en
Leyden (2). Van Leeuwenhoek describi6 el primer ca-
so de esterilidad masculina por azoospermia. Habian
de pasar mas de dos siglos (en 1841) hasta que
Kolliker describiera la espermatogénesis y mostrara
gue los espermatozoides proceden de células presen-
tes en los tlbul os seminiferos. (3)

En 1850 Franz Leydig (4), profesor en Wirzburg
(Alemania), describi6 en los espacios intersticiales,
entre los tUbulos seminiferos, unos grupos de células
gue actualmente llevan su nombre. Leydig las descri-
bi6 en testiculo de diversas especies de mamiferos
(rata, gato, cerdo) pero no en humano. Es Kolliker (5)
quien en 1854 las describi6 en el testiculo humano.
En 1903 Bouin y Ancel (6) aportaron pruebas de que
las células de Leydig tenian una funcion endocrina.
En 1958 Wattenberg demostré que dichas células
contenian la enzima 3 beta-ol deshidrogenasa (7); y
en 1965 Christensen y Manson (8) objetivaron me-
diante cultivo in vitro como la progesterona marcada
con C14 se transformaba en testosterona en las célu-
las de Leydig y no en los tibulos seminiferos.

En 1865 Enrico Sertoli (9) que habia estudiado
medicina en Pavia, relaciond las células que llevan su
nombre con la produccion de espermatozoides. Los
tres actores de la produccion de espermatozoides, de
la espermatogénesis son: 1) las células germinales,
cuyadivision y diferenciacion celular vaadar lugar a
la formacion de espermatozoides; 2) las células de
Leydig, en los espacios intertubulares productoras de
testosterona, hormona imprescindible para que se
produzca la meiosis; y 3) las células de Sertoli en el
interior de los tubulos seminiferos, que van a aportar
la estructura 'y el microclima preciso para que la es-
permatogénesis se desarrolle adecuadamente. Las cé-
lulas germinales, espermatogonias, se dividen activa
mente, unas 20-25 veces al afo. Segun la edad del
hombre cada espermatozoide es el producto de varios
centenares de divisiones celulares. La espermatogé-
nesis normal necesita un ambiente hormonal adecua-
do, una expresién génica precisa, pobremente conoci-

da; y un apareamiento y distribucion cromosémica
correctas para dar lugar a gametos funcionantes y en
cantidad normal.

ESBOZO HISTOLOGICO DEL TESTICULO

Las dos estructuras propias del testiculo son los
tabulos seminiferos y las células de Leydig situadas
en los espacios intersticiales entre los tdbulos semini-
feros.

TUbulos seminiferos

Los tabulos seminiferos tienen un diametro de
unas 300 micras. La pared que los limita esta forma-
da, de dentro afuera, por la membrana basal, fibro-
blastos y células peritubulares mioides. En €l interior
de los tlbulos seminiferos se distinguen las células de
Sertoli y las células germinales (Fig. 1). Alrededor
del tubulo seminifero, en el intersticio, hay células
mioides peritubulares, con capacidad contractil; y fi-
brocitos.

Célulasde Sertoli

Fueron descritas, cuando tenia solo 23 afios, por
Enrico Sertoli, natural de Sondrio en la Valtellina,
cerca de Milan. Sertoli tuvo como compariero a
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Camillo Golgi. En 1865 (9) Sertoli ya relacioné las
células que llevan su nombre con la produccion de
espermatozoides. Las células de Sertoli son células
epiteliales sométicas que proceden de células de la
superficie del mesonefros. Estas células proliferan en
el embrion de alrededor de 36 dias. En el embrién
masculino de 8 semanas las células de Sertoli estan
organizadas en cordones y separadas del intersticio
por una membrana basal. En la célula de Sertoli se
expresa el gen TDF (Testicular Differentiating
Factor) y el gen de la hormona antimilleriana locali-
zado en el cromosoma 19. Lainfluencia de las células
de Sertoli en la diferenciacion de la gbnada en senti-
do masculino, testicular, es decisiva. En el periodo
fetal, las células de Sertoli de manera activa inhiben
la espermatogénesis. Al contrario, en la edad adulta,
las células de Sertoli estimulan, inducen la esperma-
togénesis. En el adulto las células de Sertoli estan fi-
jadas ala membrana basal del tibulo seminifero. Son

Espermulemuni:

Toghi e

Figura 2
Célula de Sertoli
N: Ndcleo; n: nucleolo; REL: reticulo endoplasmico liso;
RER: ewriculo endoplasmico rugoso

de tipo columnar arborescente y su otro extremo bor-
dea la luz tubular. Presentan multiples digitaciones
que envuelven alas células germinales. Tienen un nu-
cleo indentado y un gran nucleolo (Fig. 2). Las célu-
las de Sertoli del testiculo adulto no se dividen.

En la zona basal del tubulo seminifero las mem-
branas plasméticas de las células de Sertoli vecinas
forman unas uniones firmes (tight junctions) que im-
piden el paso de moléculas grandes, hormonas este-
roideas e iones al espacio luminal (Fig. 2). El tabulo
seminifero queda asi dividido en un compartimento
basal, entre lamembrana basal y las “tight junctions’;
y otro luminal, desde las “tight junctions’ hasta laluz
tubular. (10). Las “tight junctions” forman la base es-
tructural de la barrera hemato-testicular que crea un
ambiente endocrino-metabdlico especial para que se
produzca la espermatogénesis. Las sustancias proce-
dentes de los capilares y células del intersticio no tie-
nen acceso libre a compartimento luminal del tabulo
seminifero. Han de entrar a través de la célula de
Sertoli. La célula de Sertoli tiene receptores parala
FSH y latestosterona pero no parala LH. Laaccion de
la FSH y la testosterona, sintetizada en las células de
Leydig, sobre la espermatogénesis es a través de la cé-
lula de Sertoli. Las células de Sertoli reciben estimulos
endocrinos (FSH) y paracrinos procedentes de las célu-
las de Leydig, de las células mioides peritubulares y de
las células germinales (11-13). Las principae 2 se ci-
tan algunas de las sustancias sintetizadas por estas cé-
lulas. El lector interesado en la célula de Sertoli puede
consultar el libro “The Sertoli Cell” (14).

Células germinales

Las células germinales masculinas comprenden
las espermatogonias, espermatocitos | y |1, espermati-
des y espermatozoides. Las espermatogonias proce-
den de las células germinales primitivas o gonocitos
que de la region del saco vitelino emigran a la cresta
genital donde proliferan entre las células de Sertoli.
Al formarse los cordones seminiferos los gonocitos
estan en el interior y poco a poco se trasladan haciala
periferia, hacia la membrana basal, dando lugar a las
espermatogonias.

Espermatogénesis

Es el complejo proceso mediante el cual las esper-
matogonias tras una serie de divisiones y diferencia-
cion celular dan lugar a espermatozoides. Se distin-
guen tres etapas o fases.

A) Fase espermatogonial. Es la fase proliferativa.
L a espermagotonia esta en contacto con la mem-
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Tablal
Funciones de las Células de Sertoli

1.- Mantiene la estructura del tdbulo seminifero.

2.- Divide €l epitelio seminifero en dos compartimentos, ba-
sal y luminal, gracias alaformacion de las “tight junc-
tions’. En el hipogonadismo hipogonadotréfico prepube-
ral no seforman las “tight junctions’ ni por tanto la
barrera hemato-testicular.

3.- Traslado de | as células germinales del compartimento
basal a luminal. Para ello se requiere reconocimiento de
que la espermatogonia situada en el compartimento basal
inicia su maduracion a espermatocito; y roturay repara-
cién delas “tight junctions’.

4.- Fagocitosis de células germinal es degeneradas.

5.- Espermiacion, es decir liberacion de los espermatozoides
en laluz del tabulo seminifero.

6.- Secrecion del fluido del tubulo seminifero que ayuda al
transporte espermético desde laluz del tdbulo seminifero
alos tubos rectos, rete testis, conos eferentes y epididimo.

7.- Aporte de nutrientes a las células germinales como resul-
tado de la barrera hemato-testicular formada por las “tight
junctions”.

8.- Secrecion de proteinasy otros productos. Ver tabla 2.

Tabla2
Secrecion de las Células de Sertoli

1.- Proteinastransportadoras

1.1 ABP (Androgen Binding Protein) transporta testosterona.
1.2 Transferrina: transporta hierro

1.3 Ceruloplasmina: transporta cobre

1.4 I1GF binding protein: transporta Insulin Growth Factor

2.- Factores de crecimientoy hormonas

2.1. IGF-I (Insulin Growth Factor 1)

2.2. FGF (Fibroblast Growth Factor)

2.3. TGF dfay beta (Transforming Growth Factor)
2.4. Inhibina

2.5. Activina

2.6. Hormona antimulleriana

2.7. Estradiol

3.- Substratos ener géticos
3.1. Lactato
3.2. Piruvato

4.- Otras sustancias

4.1. Activador del plasmindgeno
4.2. Colagenasatipo IV

4.3. Macroglobulinaalfa 2

4.4. Heparina, etc.

brana basal del tabulo seminifero y se divide por
mitosis. Se distinguen dos tipos de espermatogo-
nias: la A que permanece en el compartimento
basal del tdbulo seminifero y la espermatogonia
B que pasa, previa rotura de las “tight junctions’
a compartimento luminar y se transforma en es-
permatocito | preleptoténico (Fig. 2).

B) Fase espermatocitaria. Comprende dos divisio-
nes celulares, de espermatocito | a espermatocito
Iy de este a espermétide. De un espermatocito |
que tiene 23 cromosomas bivalentes, es decir con
cuatro crométides cada uno, se forman cuatro es-
permatozoides. Las divisiones de |la etapa esper-
matocitaria son de tipo reduccional o meidticas.
Las células resultantes, las espermétides, tienen
una carga cromosomica haploide, solo 23 cromo-
somas en vez de los 46 cromosomas de las célu-
las sométicas.

Durante la meiosis, ademas de |a reduccién cromo-
sdémica a la mitad, se produce el “crossing-over”
0 intercambio génico entre los cromosomas ho-
mologos heredados del padre y de la madre. El
intercambio génico tiene lugar durante la fase
paguiténica de la profase |. En lafase anterior, la
de zigotene, se produce el apareamiento de cro-
mosomas homaologos de una forma muy precisa
gracias a una estructura, los complejos sinaptiné-
micos que permiten €l intercambio de genes ale-
los. Larotura del DNA y su reparacién son as-
pectos importantes dentro del proceso meiotico.
En la profase | se distinguen por este orden los
estadios de leptotene, zigotene, paquitene, diplo-
tene (se separan los cromosomas) y diacinesis.
Se continua con lametafase |, etc. La meiosis, en
sintesis, permite que se mantengan de generacion
en generacion el nimero de cromosomas de la
especie pues |os gametos, masculino y femenino,
aportan cada uno 23 cromosomas, la mitad de los
cromosomas de la especie humana. El intercam-
bio génico, que ocurre durante la profase I, pro-
duce diversidad génica en la descendencia res-
pecto alos progenitores.

C) Fase espermiogénica. En esta fase no hay divi-
sién celular, solo diferenciacion celular. El esper-
matide, célula redonda, contiene 23 cromoso-
mas; es por tanto haploide. Procede de la
division celular del espermatocito Il y se trans-
forma en espermatozoide. Los cambios maés evi-
dentes son la transformacion del aparato de
Golgi en acrosoma, la elongacion del nacleo pa-
sando de redondo a €eliptico; el desarrollo del fla-
gelo espermético a partir del centriolo distal; y la
eliminacion del citoplasma. A ello hay que afia-
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dir la condensacién de la cromatina, cambios
metabdlicos y lalocalizacion de las mitocondrias
alrededor de la parte proximal del flagelo, for-
mando “la piezaintermedia’.

D) Espermiacion. Eslaliberacion de los espermato-
zoides de su relacion con la célula de Sertoli,
quedando libres en la luz del tabulo seminifero
para poder ser transportados a través de |os tubos
rectos, rete testis y conos eferentes hasta el epi-
didimo donde adquiriran la movilidad traslativa.

CélulasdeLeydig

Lacélulade Leydig esta localizada entre los tlbu-
los seminiferos, en el intersticio testicular. Forma
grupos y estan cerca de vaso sanguineos. Tienen for-
ma poligonal y un volumen de unas tres micras cubi-
cas. Entre células de Leydig vecinas se observan “gap
junctions” y desmosomas rudimentarios. Todas las
células de Leydig suponen menos del 10% del volu-
men testicular. Las células de Leydig maduras no se
dividen. El nucleo es redondeado y habitualmente
Unico (Fig. 3). El nucleolo es prominente y suele ser
unico. El reticulo endoplasmico liso (SER: Smooth
Endoplasmic Reticulum) es muy abundante como co-
rresponde a una célula con actividad esteroidogénica.
Las mitocondrias leydigianas son también prominen-
tes; estén en conexién con el SER y presentan “cres-
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Figura3
Células de Leyding. Las flechas sefialan los ntcleos

tas tubulares”. El contenido de gotas lipidicas es po-
bre y se considera que son la fuente de precursores
para la biosintesis androgénica. El pigmento lipofuc-
sina se considera es una forma semidegradada de lipi-
dos. Las células de Leydig humanas contienen crista-
les de Reinke; fueron descritos hace mas de cien
anos. Son visibles al microscopio Optico y estan for-
mados por material proteinaceo. Tienen forma de
rombo, barra o cufia. Estadn formados por filamentos
cuya seccién transversal es prismética hexagonal. Los
critaloides de Reinke son casi exclusivos de la espe-
cie humana. No se observan en el testiculo fetal y su
funcién se desconoce. L os androgenos sintetizados en
las células de Leydig salen del testiculo a través de
los vasos linfaticos y sanguineos y de los tdbulos se-
miniferos. En el intersticio también se encuentran fi-
broblastos y células sanguineas como linfocitos, ma-
créfagos, células plasmaticas, monocitos y
mastocitos. Hay asimismo vasos sanguineos y linfati-
cos. Véase el libro “The Leydig Cell” (15).

DEPENDENCIA HORMONAL DE LA
ESPERMATOGENESIS

El complejo proceso espermatogénico, aqui solo
esbozado, que se desarrolla en el tibulo seminifero
principalmente en su compartimento luminal, requie-
re entre otros factores una alta concentracion de tes-
tosterona. La espermatogénesis y sobre todo la meio-
sis es testosterona dependiente (Fig. 4). La
concentracién de testosterona en el tdbulo seminifero
es 100 veces mayor que en sangre periférica (16).
Esta elevada concentracion se alcanza porgue los gru-
pos de células de Leydig, donde se sintetiza la testos-
terona, estan proximos a los tibulos seminiferos; y la
testosterona se difunde a la célula de Sertoli ademés
de alos vasos sanguineosy linféticos (Fig. 4).

En la célula sertoliana la pequefia mol écula de tes-
tosterona se une a la proteina transportadora, ABP,
sintetizada por |la citada célula. Se consigue asi una
elevada concentracién de testosterona intratubular
gracias a un doble mecanismo: produccién de testos-
terona cerca de los tubulos, en las células de Leydig
estimuladas por laLH; y por lasintesis de ABP por la
célula de Sertoli estimulada por la FSH. No se han
detectado receptores parala LH en la célula de
Sertoli ni en las células germinales. Receptores para
FSH tienen la célula de Sertoli y las espermatogonias.
La accién de la FSH sobre estas no se conoce. La cé-
lula de Leydig carece de receptores para la FSH. El
estradiol testicular es sintetizado en la célula de
Sertoli que utiliza como substrato la testosterona pro-
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ducida en la célula de Leydig. A su vez el estradiol
sale al espacio intersticial y contribuye a la regula-
cion de la actividad leydigiana. Hay una regulacion
paracrina entre célula de Leydig y de Sertoli, sin olvi-
dar la célula peritubular, no bien conociday con esca-
sa utilidad parala clinica practica humana.

GENESY ESPERMATOGENESIS

La mayoria de genes que rigen el complejo proce-
so de la espermatogénesis se desconocen. Lo poco
conocido suele deberse a situaciones patol gicas de-
bidas a la ausencia de un gen o de un fragmento de
cromosoma. El cromosoma Y, exclusivo del varon,
supone el 2% del componente cromosomico. Es acro-
céntrico y tiene unos 60 millones de pares de bases.
Presenta una zona eucromatica que comprende los
brazos cortos, €l centromero y una zona de los brazos
largos vecina al centromero. La mayor parte de los
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Figura4
Accion de |a testosterona sobre la espermatogénesis

brazos largos es heterocromética y no recombina du-
rante la meiosis. El extremo de los brazos cortos re-
combina con el cromosoma X; se forma un quiasma,
necesario parala segregacion normal de |os cromoso-
mas X e Y durantelameiosis.

El gen SF-1 (Steroidogenic Factor) interviene en
la diferenciacion de las células mesenquimales del
mesonefros en células de Leydig. El gen SF-1y el
gen del tumor de Wilms son indispensables para la
formacion de la cresta gonadal (17-19).

En los brazos cortos del Y se localiza el gen SRY
(Sex-determining Region) antes denominado TDF.
Este gen, regulado por los genes SF-1y el gen del tu-
mor de Wilms, inducen la diferenciacion de las células
de Sertoli y la formacién de los cordones testiculares
que darén lugar a los tdbulos seminiferos. En laregion
eucromética de los brazos largos del cromosoma 'Y se
encuentra la zona denominada regién del Factor de
Azoospermia (AZF). Es una region grande, de mega-
bases (Mb), y se divide en cuatro zonas. AZFa, AZFb,
AZFcy AZFd. En laregion AZF se han identificado
genes que intervienen en la regulacion de la esperma-
togénesis. Son los genes RBMY (20); DBY (21);
USPIY (22); y DAZ (Deleted in Azoospermia).

El gen DAZ

El gen DAZ, localizado en la zona AZFc
(Yg11.23) es el mejor conocido. Abarca 3,5 Mby
contiene siete familias de genes que se consideran in-
volucradas en |a espermatogénesis. Una de estas fa-
milias esté constituida por cuatro genes, dos grupos
de dos (23). El nimero de copias de este gen oscila
de un hombre a otro entre tres y siete (23). Se han
descrito los genes DAZ1, DAZ2, DAZ3y DAZA4,
(24.) Se expresan solo en las células germinales; en
espermatogonias y espermatocitos (25); y en esper-
matides y cola del espermatozoide (26).

Otros genes DAZ

Ademés del grupo de genes DAZ situados en el
cromosoma Y se ha detectado gen DAZ-LIKE o
DAZL localizado en los brazos cortos del cromosoma
3 (3p25). De este gen derivo el gen DAZ del Y (27).
En el cromosma 2 se ha detectado otro gen de la fa-
milia DAZ, denominado BOULE. Es evolutivamente
mas antiguo (se ha detectado en insectos). Se expresa
y regulaen lameiosis (28). Los genes DAZ y DAZL
se expresan en las células madre germinales y en las
espermatogonias (29).
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ALTERACIONESDE LA
ESPERMATOGENESIS

Las alteraciones de la espermatogénesis son debi-
das a multiples causas; las principales se resumen en
latabla 3. Los aspectos endocrinol égicos de |a esper-
matogénesis y sus implicaciones clinicas las hemos
tratado recientemente (30). Nos vamos a referir a las
etiologias cromosdmicas y genéticas.

Tabla 3
Alteraciones de la espermatogénesis

1.- HIPOGONADIMOS HIPOGONADOTROFICOS
A) CONGENITOS

1.- Sindrome de Kalmann

2.- Hipogonadismo hipogonadotrofico idiopético

3.- Déficit aislado de LH (eunucos fértiles) o sindrome de
Pasqualini &).

4.- Déficit aislado de FSH a)

5.- Hipogonadismo asociado a sindromes malformativos: S.
de Prader-Willi; de Laurence-Moon-Bield; etc. Estos pa-
cientes no consultan por esterilidad

a) estos déficits son de origen hipotalamico y se pueden
considerar subgrupos del hipogonadismo hipogonadotr 6fi-
co idiopatico. Son poco frecuentes.

B) ADQUIRIDOS

5.- Tumores de laregion hipotaldmica; craneofaringioma,
disgerminoma, glioma, etc.

6.- Tumores hipofisarios

7.- Hemocromatosis

8.- Sillaturcavacia

9.- Infecciones: toxoplasmosis cerebral, etc.

10.- Hemorragias'y traumatismos

11.- Hipofisectomia

2.- HIPOGONADISMOS HIPERGONADOTROFICOS
A) CONGENITOS

1.- Anorquia

2.- Criptorquidia bilateral

3.- Alteraciones cromosomicas

4.- Microdeleciones del Y

5.- Sindrome de Reifenstein

6.- Distrofia mioténica de Steinert

B) ADQUIRIDOS

1.- Orquiectomia bilateral

2.- Torsion testicular bilateral

3.- Orquitis bilateral

4.- Radioterapia

5.- Quimioterapia

6.- Traumatismo

ALTERACIONES CROMOSOMICASDE LA
ESPERMATOGENESIS

Entre las anomalias cromosémicas detectadas en
espermatocitos hemos de distinguir las debidas a alte-
raciones del cariotipo mitético y las limitadas ala es-
permatogénesis, es decir con cariotipo mitético nor-
mal. Las alteraciones cromosomicas mitoticas con
repercusion meiotica mejor conocidas se recogen en
latabla 4. Vamos a comentar las limitadas a la esper-
matogénesis, es decir con cariotipo normal. Las alte-
raciones cromosdmicas meidticas limitadas a la linea
germinal, con cariotipo normal, constituye uno de los
grandes capitulos de la andrologia peor conocidos y
con frecuencia no se diagnostican. El estudio meioti-
co se debe hacer en muestra de parénquima testicular
obtenido mediante biopsia preferiblemente a cielo
abierto. El estudio se efectlia sobre espermatocitos | y
Il. Es frecuente que no se observen células en metafa-
se |l dada la brevedad de esta fase, respecto a la pro-
fase | y metafase |. Las células que estan en profase |

Tabla 4
Anomalias mitéticas con repercusién meidtica

1.-Aneuploidias gonosomicas
47, XXY
47, XYY
47, XXY | 46, XY
46, XX (varén)
45, XO/ 46, XY

2.- Alteraciones estructur ales gonosdmicas
2.1. Inversion pericéntricadel Y
2.2.Y dicéntrico
23.Y enanillo
2.4. X frégil

3.- Translocaciones r ecipr ocas gono-autosomicas
3.1. Translocacion X - autosoma
3.2. Translocaciéon Y - autosoma.

4.- Alteraciones autosdmicas
4.1. Translocaciones
-Robertsonianas (la més frecuente es 1a 13; 14).
-Reciprocas
4.2. Inversiones
-Pericéntricas
-Paracéntricas
4.3. Deleciones

5.- Cromosoma extra marcador
(47, XY + mar) oenanillo
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permiten valorar si el apareamiento cromosomico es
normal o anormal y el estudio de células en metafase
| aportainformacion sobre la separacién correcta o no
de los cromosomas. Alteraciones cromosomicas de la
segunda divisién mei6tica se pueden detectar solo si
la muestra estudiada contiene espermatocitos I1. El
estudio meidtico en semen, en espermatocitos desca-
mados y eyaculados, puede dar resultados falsos posi-
tivos y falsos negativos. Es preferible hacer el estudio
en muestra de biopsia testicular. La resume las alte-
raciones cromosomicas solo meidticas (31). Las ano-
malias mas frecuentes son los bloqueos madurativos
principalmente en espermatocito I; le sigue en fre-
cuencia las desinapsis. Las anomalias de apareamien-
to en profase | generalmente se observan en casos de
bloqueo o desinapsis. En los casos de univalentes au-
tosomicos de pequefio tamario en metafase | se ha de-
mostrado, al estudiar los complejos sinaptinémicos,
gue presentan anomalias sinapticas (32).

Las repercusiones de anomalias cromosomicas en
las células de espermatogénesis pueden ser 1) blo-
gueo completo de la espermatogénesis que producira
azoospermia. 2) bloqueo incompleto de la espermato-
génesis con espermatozoides euploides. Hay en estos
casos dos lineas celulares, mosai cismo, unas con ano-
malias cromosomicas bloguean la espermatogénesis;
y otras sin anomalias cromosdmicas dan lugar a ga-
metos euploides, normales. El paciente tendra recuen-
to espermatico total (RET) bajo pero los espermato-
zoides que eyacule seran euploides. 3) alteracion
cromosdmica meidtica que produce en unas células
blogueo y en otras da lugar a espermatozoides aneu-
ploides (hiperhaploides, hipohaploides o diploides).
4) No hay blogueo espermatogenético. Los pacientes
tienen RET normal, incluso elevado (polizoospermia)
pero con espermatozoides aneuploides. La movilidad

Tablab
Anomalia cromosdmicas limitadas a la meiosis

1.- Blogueo madurativo
2.- Anomalias de apareamiento en profase |
3.- Desinapsis (a)
3.1. completay total b)
3.2. completay parcia c)
3.3. de algunos cromosomas bivalentes
4.- Univalentes autosdmicos de pequefio tamafio en metafase |.

a) Clasificacion de Templado (1981) (31)
b) Afectaatodos|os cromosomasy atodas las células
¢) Afecta atodos los cromosomas pero no atodas las células

y morfologia esperméticas suelen estar alteradas pero
no necesariamente. En estos casos la espermatogéne-
sis no esta cuantitativamente afectada pero los game-
tos producidos no son euploides. La informacién
aportada por el seminograma convencional no permi-
te descartar con seguridad en ningun caso la posible
existencia de anomalias cromosomicas mei éticas.

En dos estudios en hombres infértiles y estériles la
incidencia de anomalias solo meidticas fue del 4,3%
(33) y del 7,7% (34). En pacientes con oligoastenozo-
ospermia severa se detectaron anomalias sinapticas
en el 17,5% (35).

ESTUDIO CROMOSOMICO EN
ESPERMATOZOIDES

Desde hace més de una década se vienen publi-
cando trabajos sobre el uso de la técnica de FISH
(Fluorescence In Situ Hibridization) en nuicleos es-
permaticos previamente fijados y descondensados
con DTT (dithiotreitol). Los trabajos publicados sue-
len ser sobre un nUmero peguefio de casos 'y correla-
cionados con los tres pardmetros basicos del semino-
grama convencional, recuento, movilidad, y
morfologia. En €l Instituto CEFER estamos utilizan-
do el estudio de cromosomas en espermatozoides me-
diante FISH como un estudio de aplicacién clinica
habitual. Las sondas fluorescentes utilizadas son de
dos tipos, sondas centroméricas para los cromosomas
X, Y,y 18; y sondas especificas de loci para los cro-
mosomas 13 y 21. Las indicaciones bésicas de la
FISH en espermatozoides han sido oligoastenoterato-
zoospermia, abortos de repeticion; baja tasa de fecun-
dacion (< 50%) y fallo de implantacion (no gestacion
tras transferencia de (10 embriones). El porcentgje de
muestras de semen con incremento estadisticamente
significativo de espermatozoides con aneuploidias ha
sido del 14% (36). En un grupo de estos pacientes hi-
cimos estudio de cromosomas mei6ticos en biopsia
testicular y observamos que en mas del 50% de casos
en gque el FISH era normal se detectaban alteraciones
meidticas en la biopsia de testiculo (37). La explica-
cion de esta discordancia puede ser que en el estudio
mei6tico se observan los 24 cromosomas y en el de
FISH solo se estudian cinco. Otra explicacion posible
es que las células meidticas con alteraciones cromo-
sdmicas no progresan hasta espermatozoide y por ello
el FISH en estos casos resulta normal. En todos los
casos, excepto en uno, siempre que la técnica de
FISH ha mostrado alteraciones cromosdmicas en es-
permatozoides, se han observado anomalias cromoso-
micas en la meiosis. En el Unico caso con FISH alte-
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rado y estudio meidtico normal no se vieron células
en metafase |1. Podia ser una alteracion de la segunda
divisién meidtica, no observada en el estudio meidti-
co. Las tasas de aneuploidias espermaticas son mas
elevados en pacientes con oligoastenoteratozoosper-
mia (38-41). En la actualidad consideramos que la
técnica de FISH en espermatozoides y el estudio cro-
mosomico en biopsia testicular son estudios comple-
mentarios, no excluyentes.

ALTERACIONES GENETICASY
ESPERMATOGENESIS

No vamos a comentar |a patologia genética cau-
sante de diferentes tipos de intersexualidad pues el
motivo de consulta y la problemética diagnostica en
este colectivo de pacientes es distinta a la observada
en los pacientes estériles. No nos vamos areferir alas
enfermedades genéticas que alteran en primer térmi-
no la sintesis hormonal (sindrome de Kallmann); los
receptores hormonales o las enzimas necesarias para
la accion hormonal. Tampoco vamos a tratar de alte-
raciones genéticas que afectan alavia seminal provo-
cando alteraciones del desarrollo de los conductos de
Wolff como es el caso de lafibrosis quistica pero que
no parecen alterar la espermatogénesis. Nos vamos a
referir a las alteraciones genéticas limitadas o que
afectan de manera clara ala espermatogénesis.

Deleciones del cromosoma Y

Las microdeleciones del brazo largo del cromoso-
maY (Yp) son causa de alteracion de la espermatogé-
nesis produciendo desde oligozoospermia severa a
azoospermia que requieren como tratamiento aplicar
laFIV con ICSI y, en los casos de azoospermia, TE-
SE (Testicular Sperm Extraction). La prevalencia de
microdeleciones del Y en pacientes citados es del 10
al 15% (42-44) con tendencia a ser mayor cuanto me-
nor sea el recuento espermético. Las microdel eciones
varian unas de otras en extension y en localizacion y
hay que distinguirlas de alteracion génica, delecion o
mutacion de un gen. Laregion del Yp més frecuente-
mente afectada es la AZFc (60%), seguida de |la
AZFb (16%) y de la AZFa (5%). En el 14% de casos
la microdelecion afecta a dos o tres de las regiones
citadas; y en el 5% de pacientes la microdelecion
afecta a regiones externas ala AZF (45). La microde-
lecion de las tres regiones AZFa, b, y ¢ se acompaiia
invariablemente de azoospermiay a hacer TESE no
se encuentran espermatozoides (44). En las microde-
leciones que no afectan atodas las regiones el pacien-

te puede presentar oligozoospermia 0 azoospermiay
al hacer TESE (en las azoospermias) se puede encon-
trar 0 no espermatozoides (46). La deteccion de la de-
lecion puntual de USP9Y en laregion AZFa, parece
predecir que se encontraran espermatozoides en el
TESE (47). La mayoria de deleciones de la zona
AZFc afecta a todos los genes y suelen ser de novo.
La delecion de solo dos genes también afecta ala es-
permatogénesis (48). Se han descrito microdeleciones
de AZFc heredadas (49, 50). La microdelecion de la
region AZFd afecta menos al recuento espermatico y
suele producir teratozoospermia (51).Las microdele-
ciones del Yp no se relacionan con volumen testicu-
lar, datos hormonales, criptorquidia, varicocele o que
la esterilidad sea idiopética o no. Se debe investigar
las microdeleciones del Y en todo paciente con re-
cuento espermatico inferior cinco millones/ml (45).
Las microdeleciones del Y se han asociado con la
monosomia gonosémica (45, XO) en mosaico (52).
Esta asociacién sefiala un nuevo mecanismo de pro-
duccion del sindrome de Turner, (45, X0); y alerta
sobre el potencial riesgo de que la descendencia de
hombres con microdelecion del Y presenten las ano-
malias observadas en pacientes con 45, X0O/46,XY,
como ambiguiedad genital.

ALTERACIONES GENETICAS QUE AFEC-
TAN A LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Son pacientes estériles con recuentos espermaticos
normales, morfologia espermatica conservada pero
con movilidad espermética nula o casi nula. Lainmo-
vilidad espermatica es debida a alteracion de las es-
tructuras espermaticas de las que depende la movili-
dad del gameto. Entre estas se han de citar: a)
ausencia de mitocondrias. Es debido a patologia del
citoesqueleto responsable, durante la espermiogéne-
sis, del desplazamiento de dichas organelas hasta for-
mar la vaina mitocondrial espermética. b) alteracio-
nes de la vaina externa de la cola espermética y/o las
fibras densas externas. Recientemente se ha descrito
el gen Oppo 1 que se expresa exclusivamente en tes-
ticulo y espermatozoide. Este gen esta localizado en
el cromosoma 17. La proteina del gen Oppo 1 se ha
localizado en las fibras densas externas que intervie-
nen en el batido del flagelo (53). c) falta de uno o los
dos microtubulos en el interior del axonema; es decir,
ausencia del par central de microtlbulos del axone-
ma. Se conoce como formula9 + 1 0 9 + 0 dado que
el axonema normal esta formado por 9 pares de mi-
crotubulos (polimeros de la proteina tubulina) perifé-
ricos y un par central de microttbulos (formula 9 +
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2). d) ausencia de uno o dos de los brazos de dineina
de los dobl etes periféricos de los microtibul os axone-
maticos. Estas alteraciones pueden presentarse tam-
bién en los cilios bronquiales y de los senos paranasa-
les. Si se acompafia de situs inversus constituye el
sindrome de Kartagener.

Estas alteraciones precisan para su diagndstico co-
rrecto de estudio espermético con microscopio electré-
nico de transmision (54). La etiologia genética se de-
duce por su incidencia familiar pero no se conoce €l
gen afectado, ni su localizacién ni se puede objetivar
Su ausencia o mutacion. Ver revision de Zamboni, (55).

ALTERACION GENETICA QUE AFECTA A
LA MORFOLOGIA ESPERMATICA

El acrosoma derivado del aparato de Golgi es una
organela que cubre a modo de capuchon los 2/3 ante-
riores del nucleo espermético. Contiene entre otras
enzimas la acrosina. Esta enzima es necesaria, junto
con el movimiento hiperactivo del flagelo obtenido
en el proceso de capacitacion, para labrar un tdnel en
la zona peltcida del ovocito por el que colarse en €l
espacio perivitelino. El acrososoma es una estructura
espermatica imprescindible para, en una fecundacién
normal, no mediante ICSI, penetrar en el ovocito. La
agenesia del acrososoma se presenta afectando a to-
dos |los espermatozoides. El nimero y movilidad es-
perméticos suelen ser normales. Los espermatozoides
al carecer de acrososoma muestran cabezas redondas
en vez de elipticas. Se denomina este defecto como
espongilozoospermia o globozoospermia o esperma-
tozoides con cabeza redonda. Se ha descrito inciden-
cia familiar. Puede presentarse hipoplasia acrosomi-
ca. Es una entidad poco frecuente (<1% de pacientes
estériles). La tasa de gestacion obtenida al hacer ICSI
con estos espermatozoides es baja. Se ha atribuido a
gue estos espermatozoides ademas de ausencia de
acrosoma presentan aneuploidias (56-59). La aneu-
ploidia méas frecuente afecta a los gonosomas.
También se ha descrito disomia del cromosoma 15
(58). En ratones con globozoospermia se ha observa-
do alteracion de un gen (60).

COMENTARIOSFINALES

L os conocimientos de la espermatogénesis y de
las etiopatogénias que la alteran es de suma importan-
cia paraindicar la pauta terapéutica adecuada a cada
paciente. Las cuestiones que se plantean al andrélogo
ante un paciente que consulta por esterilidad son en
sintesis cuatro.

1%) El paciente ¢es fértil? Un seminograma nor-
mal en sus parametros basicos (volumen, recuento,
movilidad y morfologia espermaticas) tiene una alta
correlacion con lafertilidad pero se ha de resaltar que
semen “normal” y semen “fértil” no son sinébnimos.
Un semen “normal” segln los parametros puede pre-
sentar alteraciones no detectadas en el seminograma
convencional y carecer de capacidad para fecundar a
un ovocito y dar lugar al nacimiento de un nifio sano.
A su vez un semen “anormal” puede producir gesta-
cion. Segun los datos clinicos recogidos en la anam-
nesis y exploracion fisica, el seminograma normal se-
ra suficiente; o se precisara efectuar estudios
cromosomicos en espermatozoides (técnica de FISH)
y en biopsia testicular ademas del cariotipo y estudio
hormonal cuando el RET es bajo; doppler de venas
espermaticas, etc.. La alteracion seminal puede ser
debida asimismo a patologia de la via seminal o alte-
raciéon del proceso eyaculatorio; y no a alteracion de
la espermatogénesis. En pacientes con oligoastenozo-
ospermia severa se ha de investigar la posible presen-
cia de microdeleciones del cromosoma Y.

29 Si se concluye que la alteracion de la esper -
matogénesis es la causa de la esterilidad conyugal
o contribuye a ella, ¢tiene tratamiento?

En los pacientes con déficit gonadotréfico esta in-
dicado un tratamiento sustitutivo. La eliminacion de
un factor toxico para la espermatogénesis es otra me-
dida a considerar. La cirugia del varicocele puede
plantearse sobre todo en un hombre joven, con pareja
joven, ausencia de otras patologias, testiculo izquier-
do hipotrdéfico, varicocele bilateral y alteracién semi-
nal, habitualmente con oligoastenoteratozoospermia
mas 0 menos severa. En mas de un tercio de pacien-
tes se desconoce la causa de la alteracidon seminal y la
mayoria de pacientes con alteracion de la espermato-
génesis carecen de tratamiento si descartamos la re-
produccién asistida. Un porcentaje importante de pa-
cientes presentan anomalias cromosémicas sométicas
o limitadas a la meiosis, o microdeleciones del Y;
anomalias que no se diagnostican si no se practican
los estudios citogenéticos y genéticos pertinentes. Se
vislumbra que estamos diagnésticando solo un peque-
flo grupo de las alteraciones espermatogénicas debi-
das a genopatias.

39 Ante un paciente con alteracion de la esper-
matogénesis de causa desconocida o sin tratamiento
(criptorquidia, secuelas de infeccion, alteraciones cro-
mosomicas, etc.) ¢es posible hacer FIV con ICSI?

Esta cuestion se plantea en pacientes diagnostica-
dos de azoospermia secretora. ¢Encontraremos esper-
matozoides al hacer TESE? En pacientes con azoos-
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permia secretora incluso en pacientes con sindrome
de Klinefelter pueden existir focos de tubulos semini-
feros con espermatogénesis conservada. Los pocos
espermatozoides producidos son fagocitados a nivel
epididimario y no llegan a verse en el eyaculado. No
hay ningun pardmetro clinico ni analitico, en la ma-
yoria de casos, que permita asegurar que al efectuar
TESE se van a encontrar espermatozoides. No se ha
observado correlacion segura con el volumen testicu-
lar, cariotipo ni nivel alto de FSH o muy bajo de inhi-
binaB. La ausenciadel gen DAZ en sus regiones a, b
y C permite predecir que no se encontrardn esperma-
tozoides al hacer TESE. La biopsia testicular previa
€s, sin ser seguro, €l parametro mas fidedigno para
predecir el resultado del TESE. La “ diseccion testi-
cular” abriendo lamitad de la albugineay observando
con microscopio operatorio los tubulos seminiferos
esta permitiendo identificar los que tienen espermato-
génesis activay su exéresis para poder efectuar 1CSI.
Con esta técnica invasiva se estén obteniendo esper-
matozoides para ICS| en més del 70% de casos (61).

4°) ;Esta indicado hacer diagndstico genético
preimplantatorio (DGP)?

En alteraciones cromosémicas mitdticas, princi-
palmente translocaciones, el DGP esta indicado. En
los frecuentes casos de alteraciones cromosomicas li-
mitadas ala meiosis (con cariotipo normal) laindica-
cion de DGP se esta abriendo camino para no transfe-
rir embriones aneuploides. El sexado embrionario en
pacientes afectos microdeleciones del cromosoma Y
evitariala transmision de la microdelecion alos hijos
varones. La gran utilidad del seminograma conven-
cional para valorar la fertilidad de un hombre no se
cuestionable. Pero se ha de resaltar la limitacion de la
informacion obtenida con dicho andlisis. Desdefiar la
utilisima informacion obtenida en la anamnesis y ex-
ploracion fisica conduce con frecuencia a un mal en-
foque terapéutico. La andrologia actual exige, cuando
esta indicado, efectuar cariotipo, FISH en espermato-
zoides, estudio meidtico en biopsia testicular, estudio
de laregion AZF del cromosoma Y junto a estudio
hormonal pertinente, doppler, etc. Estos andlisis per-
mitiran conocer la causa de la alteracion de la esper-
matogénesis y la indicacion terapéutica adecuada en
cada caso. Considerar que €l paciente es el semen y
no el hombre es un grave error.
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