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RESUMEN

Se presenta un embarazo conseguido tras
microinyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides del eyaculado de un paciente con
sindrome de Klinefelter mosaico. El mosaicismo
observado en células germinales premeioticas
estaba invertido con respecto al observado en
sangre periférica. A partir de los estudios meidticos
y de hibridacién in situ (FISH) en espermatozoides,
se estim6 que el riesgo genético del paciente para
la transmisién de gonosomopatias a la descendencia
era equivalente a la de la poblacién control,
aconsejandose un ciclo de fecundacién in vitro con
microinyeccién intracitoplasmatica espermatica y
posterior diagndstico prenatal en caso de gestacion.

Por desgracia, el embarazo no llegd a término. Los
pacientes con sindrome de Klinefelter deben ser
estudiados con detalle antes de realizar un ciclo de
fecundacién in vitro con microinyeccién
intracitoplasmatica espermatica. En estos pacientes
se recomiendan los estudios meibticos y de FISH
en espermatozoides eyaculados o testiculares, asi
como diagndstico prenatal. El diagnéstico genético
preimplantacional puede recomendarse s6lo en
casos de alto riesgo genético.

PALABRAS CLAVE

FISH. Embarazo tras ICSI. Sindrome de Klinefelter.
Meiosis.
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ABSTRACT

We report the case of a pregnancy after
intracytoplasmic sperm injection of ejaculated
spermatozoa in a mosaic Klinefelter patient. The
percentage of mosaicism observed in premeiotic
germ cells was inverted with respect to that
observed in peripheral blood. From meiotic and
fluorescent in situ hybridization (FISH) studies, we
concluded that the patient’s genetic risk of
transition of sexual chromosomal abnormalities to
ther offspring was similar to that in the control
population. Therefore, a cycle of in vitro
fertilization by intracytoplasmic sperm injection
(IVE-ICSI) and prenatal diagnosis were
recommended. Unfortunately, the pregnancy ended
in miscarriage. Klinefelter patients should be
exhaustively studied before IVF-ICSI treatment.
Meiotic studies and FISH in ejaculated or testicular
spermatozoa as well as prenatal diagnosis should
be carried out in these patients. Preimplantation
genetic diagnosis is advisable only in patients at
high genetic risk.
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INTRODUCCION

El sindrome de Klinefelter estd caracterizado por
un hipergonadismo hipogonadotropo y azoospermia
u oligozoospermia. Fue descrito por Klinefelter et al
en 1942!, pero no fue hasta 1959 cuando Jacobs y
Strong? lo relacionaron con la existencia de un cro-
mosoma X extra (47,XXY). La incidencia del sindro-
me de Klinefelter es del 0,1% en la poblacién gene-
ral y del 3,1% en la poblacién masculina estéril>4.

Los pacientes con sindrome de Klinefelter presen-
tan una reduccién del tamarfio testicular. En el mo-
mento de la pubertad las concentraciones séricas de
hormona luteinizante (LH) sobrepasan los limites de
la normalidad, ya que las células de Leydig secretan
poca cantidad de testosterona pero gran cantidad de
estradiol. Debido a estos altos valores de gonadotro-
pinas, los tibulos seminiferos se vuelven fibréticos y
hialinizados, se oblitera su lumen y las células ger-
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minales desaparecen gradualmente. Generalmente se
produce una hiperplasia de células de Leydig.

Aproximadamente el 15% de los casos son mosai-
cos con dos lineas celulares 46,XY y 47, XXY®, aun-
que también se presentan otras variantes en mosaico
como 46,XY /47, XXY /48, XXYY o 46,XY /47, XXY/
48, XXXY®. Se pueden encontrar pequefios focos ais-
lados de espermatogénesis en la mayoria de los pa-
cientes sin evidencia de mosaicismo’ e incluso pre-
sencia de espermatozoides moviles en el eyaculado®.

La introduccién de la microinyeccién intracito-
plasmatica espermatica (ICSI) en los laboratorios de
reproduccion asistida ha permitido tratar pacientes
con sindrome de Klinefelter que tienen espermato-
zoides en el eyaculado o en testiculo con altas tasas
de fecundacion’, aunque se han descrito pocos em-
barazos utilizando espermatozoides testiculares!®1? o
con espermatozoides de eyaculado®.

No obstante, cabe tener en cuenta la posibilidad
de obtener embriones anormales debido a la utiliza-
cién de espermatozoides cromosémicamente des-
equilibrados producidos por estos individuos; el pri-
mer caso de un nifio 47,XXY concebido con esper-
matozoides procedentes de un varén con sindrome
de Klinefelter aparentemente no mosaico fue descri-
to por Ron-El et al'*. De hecho, varios autores!>1”
han observado una mayor incidencia de espermato-
zoides hiperhaploides (24,XY) en estos individuos
respecto a los valores observados en individuos con-
trol. En este sentido, algunos autores sugieren la in-
clusién directa de estos pacientes en programas de
diagndstico genético preimplantacional. Sin embar-
go, otros!>!¥20 no han encontrado una mayor inci-
dencia de anomalfas cromosémicas en los embrio-
nes y recién nacidos cuyos padres aparentemente
tenfan sindrome de Klinefelter no mosaico.

En este trabajo se presenta la estimacioén del ries-
go de trasmisién de aneuploidias para los cromoso-
mas sexuales en un paciente 46,XY /47,XXY.

CASO CLINICO

Paciente de 29 afios con una esterilidad de afio y
medio de duracién, que acude a nuestro centro
diagnosticado como factor masculino grave. El semi-
nograma era compatible con oligoastenozoospermia
severa; el volumen del eyaculado era de 3 ml; la
concentraciéon espermdtica de 1,9 x 10° espermato-
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zoides/ml, con una movilidad total del 15%. Presen-
taba una hormona foliculostimulante (FSH) elevada,
de 18,3 U/ml (valores de referencia: 1-8 U/ml), y
unos valores normales de 1H, de 4,06 U/ml (valores
de referencia: 2-12 U/ml) y de testosterona (T) de
693 U/ml (valores de referencia 300-1.000 U/ml).

Su pareja (30 afios) aportaba una histerosalpingo-
grafia (HSG) que revelaba un ttero con defectos de
repleciéon (miomas o poélipos) y trompas permeables.
Presentaba una temperatura basal bifdsica y un en-
dometrio secretor en la biopsia de endometrio (BE)
realizada. La analitica hormonal presentaba los si-
guientes valores en el sexto dia del ciclo: LH de 2,8
U/l'y FSH de 4,9 U/L; valores dentro de la normali-
dad. Se realiza a la paciente una polipectomia en el
transcurso de una microcolpohisteroscopia.

Dado el factor masculino severo se orientd a la
pareja a realizar un ciclo de fecundacién in vitro
(FIV) con ICSI, por lo que se solicité un cariotipo y
una biopsia testicular del varén, como cribado pre-
vio a la ICSI?’. El cariotipo en sangre periférica,
46,XY (34%) /47, XXY (64%), reveld que se trataba de
un sindrome de Klinefelter en mosaico.

El estudio meidtico en biopsia testicular fue nor-
mal. Todas las profases I presentaban vesicula se-
xual normal con apareamiento XY, y las figuras en
metafase I pusieron de manifiesto 23 bivalentes y
apareamiento normal del par XY. No se encontraron
metafases IL

Se realiz6 también hibridacién in situ de fluores-
cencia (FISH) de extensiones de células del tejido
testicular con sondas centroméricas para los cromo-
somas X (Spectrum green, Vysis Inc. Downers Gro-
ve, IL, EE.UU.), Y (Spectrum orange, Vysis Inc.) y 18
(Spectrum aqua, Vysis Inc.). Las células de esperma-
togénesis y nticleos en los espermatozoides presen-
tes en el tejido testicular se analizaron segtn el pro-
tocolo descrito anteriormente por Vidal et al?? y
Blanco et al®.

El resultado del estudio de FISH se presenta en la
tabla 1.

El mosaicismo observado en las células premeio-
ticas (46,XY: 73,2%; 47,XXY: 26,8%) estaba invertido
con respecto al mosaicismo observado en sangre pe-
riférica (46,XY: 34%; 47, XXY: 64%).

El hecho de que todas las figuras meidticas y to-
dos los espermatozoides analizados tuvieran un com-
plemento de los cromosomas sexuales normal indica
que, en este caso, el riesgo genético no es mayor

Tabla 1.  Constitucién cromosémica para los
gonosomas en células germinales y
espermatozoides determinada mediante
hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Complemento gonosémico n (%)
Espermatogonias/  Nucleos XXY 74 (26,8%)
espermatocitos
prepaquiténicos Niicleos XY 202 (73,2%)
Profase 1 XY 11 (100%)
Espermatozoides Portadores X 123 (49,2%)

Portadores Y 127 (50,8%)

que en cualquier tratamiento de FIV-ICSI convencio-
nal. Aun asi, se recomendé a la pareja llevar a cabo
un diagnéstico prenatal en caso de embarazo.

Se realiz6 tratamiento estimulador de la ovulacion
a la paciente mediante agonistas de la hormona -
beradora de gonadotropina (GnRH) en protocolo
largo y FSH (29 ampollas) (Neofertinorm, Serono®,
Espafia). Se recuperaron 9 ovocitos, seis de los cua-
les estaban en metafase II.

El dia de la puncién folicular, la muestra de se-
men presentaba 1 x 10° espermatozoides/ml y sola-
mente 0,2 x 10° espermatozoides moviles/ml. Des-
pués de procesar la muestra mediante gradientes de
densidad (Puresperm, NidaCon International AB, Go-
temburgo, Suecia)?*, se realizé ICSI de los 6 ovocitos
maduros®. Cinco ovocitos fueron fecundados correc-
tamente. Se transfirieron 3 embriones de buena cali-
dad?® y se congelaron dos. La paciente qued6 ges-
tante, siendo los valores séricos de gonadotropina
coriénica humana B (BhCG) de 613 y 3.180 U/ml en
los dias 14 y 19 postransferencia, respectivamente.

La primera ecografia realizada a las 6 semanas de
amenorrea informa de visualizaciéon de saco intra-
uterino de 11 mm con vesicula vitelina correspon-
diendo a 5 semanas.

La ecografia a las 8 semanas de amenorrea infor-
ma de gestacion con embrién que corresponde a 6
semanas y que presenta actividad cardiaca pero con
bradicardia. Se aconseja repetir ecograffa en una se-
mana, que confirmé que se trataba de una gestacion
interrumpida. Se realiz6 un legrado aspirativo instru-
mental a la paciente en otro centro y no se procesa
para andlisis genético.

A los 2 meses la paciente solicita la transferencia
de los dos embriones que se mantenian criopreser-
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vados, los cuales se lisan en el proceso de descon-
gelacion.

DISCUSION

Los estudios meidticos realizados en pacientes
con sindrome de Klinefelter”” demostraron un blo-
queo en la meiosis de los pocos espermatocitos ob-
servados.

Se han obtenido resultados discordantes en estu-
dios realizados en pacientes mosaico 46,XY /47,XXY.
Los primeros estudios meidticos realizados en estos
pacientes apuntaron que tnicamente la linea germinal
normal podia completar la meiosis®®?. Sin embargo,
en estudios posteriores se presentd una incidencia ma-
yor de espermatozoides 24,XY en este tipo de pa-
cientes. Skakkebaek et al en 1969% y Vidal et al en
1984% observaron figuras profasicas sin presencia de
vesicula sexual y 24 elementos, lo que era indicativo
de la presencia de un bivalente XX y un univalente Y.
Cozzi et al'’, mediante la técnica de fecundaciéon in vi-
tro de ovocitos de hdmster, publicaron una elevada in-
cidencia de espermatozoides 24,XY (0,9%) en un pa-
ciente mosaico 46,XY/47,XXY. Chevret et all®
obtuvieron resultados equivalentes, mediante FISH en
ntcleos de espermatozoides descondensados en un
paciente también mosaico, que describfan una fre-
cuencia de espermatozoides 24,XY del 2,09 frente al
0,36% en el control. Mas recientemente, Estop et al'?,
estudiando mediante FISH espermatozoides de un pa-
ciente 47,XXY, observaron un 25% (5/24) de esper-
matozoides con complementos 24,XY.

Sarkar y Marimuthu®! sugieren que la posibilidad
de que las células 47,XXY completen la meiosis ven-
dria determinada por la proporcion de células nor-
males que las rodean. De hecho, en casos de sin-
drome de Klinefelter en mosaico, la presencia de
células normales reduce la gravedad de las manifes-
taciones clinicas.

Recientemente, Blanco et al?? han demostrado
que los espermatozoides cromosémicamente des-
equilibrados 24,XY de estos individuos no provienen
de la linea celular anormal (47,XXY) sino que pro-
cederian de la linea celular normal (46,XY). El am-
biente testicular anormal serfa el causante de la no
disyuncién durante la meiosis en dicha linea celular
normal y, por tanto, de la produccién de esperma-
tozoides 24,XY.

Prog Obstet Ginecol 2001;44:169-174

En el caso del paciente que aqui se presenta se
observaron células premeitticas 47,XXY en tejido
testicular pero no se encontré ningtin espermatozoi-
de que presentara aneuploidias para los cromoso-
mas sexuales. Sin embargo, sélo fue posible analizar
un bajo nimero de espermatozoides testiculares, ya
que se encontré un numero escaso de espermato-
zoides en la muestra. Aun asi, el ntimero de esper-
matozoides analizados en este caso fue mucho ma-
yor que los descritos por otros autores ya citados.

Debido al buen prondstico, en cuanto al riesgo
genético al utilizar espermatozoides de este pacien-
te, se aconsej6 a la pareja realizar un ciclo de FIV-
ICSI y diagnéstico prenatal en caso de embarazo.

Por desgracia, el embarazo no llegé a término vy,
puesto que no se realiz6 cultivo del material del
aborto, no fue posible determinar si la pérdida ges-
tacional se debi6 a alguna causa genética.

La experiencia con embarazos tras ICSI con y sin
diagnostico genético preimplantacional (PGD) con
pacientes con sindrome de Klinefelter mosaico y no
mosaico ha demostrado que la mayoria de los recién
nacidos son cromosdémicamente normales. Hinney et
al'® presentaron un embarazo tras ICSI en un pa-
ciente con sindrome de Klinefelter no mosaico sin
PGD. El embarazo se interrumpié pero el cariotipo
fetal fue 46,XY. Bourne et al'® consiguieron un em-
barazo y parto de 2 gemelos sanos (varén y mujer)
usando espermatozoides eyaculados de un paciente
con sindrome de Klinefelter no mosaico, también sin
PGD. Staessen et al' publicaron un embarazo bio-
quimico tras realizar PGD en tres pacientes con sin-
drome de Klinefelter no mosaico. Los autores anali-
zaron 5 embriones y todos ellos presentaron patrén
normal de los cromosomas sexuales. Reubinoff et
al?® analizaron mediante PGD dos embriones de un
paciente no mosaico; un embrién fue cadtico y no
se transfiri6 y el otro fue diagnosticado como nor-
mal, se transfiri6 y dio lugar a un embarazo. Sin em-
bargo, hay que sefialar que el criterio para determi-
nar que un paciente no es mosaico no es muy claro,
ya que se basa en el andlisis de un reducido ntime-
ro de metafases de linfocitos. Los datos clinicos pa-
recen confirmar la idea expresada por Blanco et al*
en el sentido de que todo paciente afectado de sin-
drome de Klinefelter que presente espermatozoides
ha de ser obligatoriamente mosaico.

Los pacientes con sindrome de Klinefelter deben
ser estudiados con detalle como todos los pacientes
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candidatos a ICSI** para valorar el riesgo genético.
Es recomendable realizar estudios meidticos y FISH
en espermatozoides eyaculados y testiculares como
parte del estudio genético del paciente para consi-
derar el consejo reproductivo. En este sentido, el
diagnodstico genético preimplantacional serfa reco-

mendable en casos de alto riesgo genético para ase-
gurar la transferencia de embriones normales. Aun
asi, en los casos de bajo riesgo genético es reco-
mendable realizar FIV-ICSI convencional y diagnés-
tico prenatal si se consigue el embarazo.
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