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RESUMEN

Cerca de una tercera parte de los pacientes con azoospermia no obs-
tructiva presentan parada de la maduracion (MA, maturation arrest).
Queda por evaluar por qué algunos casos exhiben unas pocas células
germinales que escapan al bloqueo meidtico y forman espermatozoi-
des (MA incompleta) mientras otros presentan una MA completa en
la meiosis (MA completa). En este estudio comparamos ambas situa-
ciones por hibridaciéon i situ fluorescente (FISH) de los cromosomas
sexuales (X, Y) y autosémicos (7, 18) en poblaciones puras de los dis-
tintos estadios de células germinales. Se aislaron por micromanipula-
cién células de Sertoli, espermatocitos primarios, espermatocitos se-
cundarios, espermatidas redondas y elongadas de biopsias en fresco de
7 pacientes con azoospermia obstructiva (controles) y 20 pacientes
con MA (9 MA completa, 11 MA incompleta). En todos los casos, los
pacientes presentaron cariotipo y desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios normales, ausencia de endocrinopatias y microdeleciones
en Yqll.2. La MA incompleta se caracterizé por cifras incrementadas
de aneuploidias en las células de Sertoli, disminucién en el empareja-
miento de los cromosomas homélogos en la meiosis I y una inciden-
cia incrementada de aneuploidias en los espermatocitos secundarios,
sugiriendo que puede ser debido a deficiencias en el ensamblaje del
complejo sinaptonémico. Por el contrario, la MA completa se asocié
con cifras incrementadas de aneuploidias en los espermatocitos prima-
rios, originadas en las divisiones mitéticas de la espermatogonia, y em-
parejamiento normal, sugiriendo que la MA meidtica puede ser debi-
da a deficiencias en el sistema de reparacién del ADN.
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ABSTRACT

Characterization of male germ cells in secretory
azoospermia by molecular cytology: maturation
arrest

About one third of non-obstructive azoospermic
cases are due to maturation arrest (MA). The
question of why some cases have a few germ cells
that escape the meiotic block and form spermato-
zoa (incomplete MA) whereas others completely
arrest at meiosis (complete MA) remains to be
determined. In the present study we compared
both situations through FISH analysis of sex (X,
Y) and autosomal (7, 18) chromosomes in pure
populations of stage-specific germ cells. Sertoli
cells, primary spermatocytes, secondary sperma-
tocytes, round spermatids and elongated sperma-
tids were isolated by micromanipulation from
fresh testicular biopsies of 7 patients with obs-
tructive azoospermia (controls) and 20 patients
with MA (9 complete MA, 11 incomplete MA).
All the patients had normal secondary sexual de-
velopment and karyotypes, and absence of endo-
crine disorders and Yq11.2 microdeletions. In-
complete MA was characterized by increased
levels of aneuploidy in Sertoli cells, decreased ho-
mologue pairing at meiosis I and an increased in-
cidence of aneuploidy in secondary spermatocy-
tes, thus suggesting that it may be caused by
deficiencies in synaptonemal complex assembly.
In contrast, complete MA was associated with in-
creased levels of aneuploidy in primary sperma-
tocytes, arising during mitotic divisions of sper-
matogonia, and normal pairing, thus suggesting
that meiotic arrest might be due to deficiencies in
mismatch DNA repair.

Key words: Human. Testicle biopsy. Maturation
arrest. FISH.
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INTRODUCCION

La espermatogonia representa la poblacion stem cell
diploide del testiculo (46 cromosomas, 2N-ADN).
Después de una fase proliferativa mitética, se transfor-
man en espermatocitos primarios leptoteno diploides,
los cuales concluyen una replicaciéon de ADN (46 cro-
mosomas, 4N-ADN). Después de esto, entran en una
larga profase meidtica que se caracteriza por el alinea-
miento de los cromosomas homologos, ensamblaje
del complejo sinaptonémico y emparejamiento de los
homologos (sinapsis) en cigoteno, recombinacion re-
ciproca (rotura de la cadena de ADN, intercambio de
segmentos de ADN entre cromatidas homologas y re-
paracién del ADN) en el estadio de paquiteno, y for-
macion del quiasma en el estadio de diplotene (quias-
ma son los puntos de los homoélogos que permanecen
adherentes después de la recombinacién). Después de
estos pasos, los espermatocitos primarios entran en
la primera division meidtica, por la cual el quiasma
conduce la segregaciéon de los homoélogos a polos
opuestos del huso. El producto de la primera divisién
meidtica son los espermatocitos secundarios (23 cro-
mosomas, 2N-ADN). Estos no replican el ADN e in-
mediatamente entran en la segunda division meidtica,
en donde las cromatidas hermanas (de cada homolo-
g0) se segregan a polos opuestos. La segunda divisién
meidtica da lugar a las espermatides redondas, las pri-
meras células germinales haploides (23 cromosomas,
IN-ADN). A partir de este estadio no se producen
mias divisiones celulares y las espermatides redondas
se diferencian progresivamente hasta espermatozoide
maduro'*.

La ausencia de espermatozoides en el eyaculado
causada por ineficiencia, deficiencia o ausencia de ma-
duracién de las células germinales se denomina azoos-
permia secretora (o azoospermia no obstructiva). El
analisis histopatolégico de la azoospermia no obstruc-
tiva mostré 3 sindromes principales: sindrome de cé-
lulas de Sertoli (SCOS), parada de la maduracién
(MA, maturation arrest) e hipoplasia (HP o hipoes-
permatogénesis). Estos sindromes pueden ir acompa-
nados de cambios estromales, que incluyen hipoplasia
o hiperplasia de las células de Leydig, esclerosis del te-
jido conectivo debido a un incremento en la deposi-
cién de coldgeno, o engrosamiento de la lamina basal.
Los 3 sindromes pueden ser idiopaticos, genéticos
primarios (aberraciones cromosémicas tales como las
trisomias sexuales y autosémicas, translocaciones cro-
mosémicas, microdeleciones en el cromosoma Y, de-
fectos en el proceso de la meiosis) o secundarios a en-
docrinopatias, enfermedades sistémicas, deficiencias
nutricionales (vitamina A, cinc), terapia médica (far-
macos, quimioterapia, radiaciéon) y patologia especifi-

parada de la maduracion

ca testicular® (obstruccién de los conductos excreto-
res, criptorquidia, varicocele, trauma, torsiéon del cor-
don, infeccién, toxicos testiculares, calor).

El SCOS se caracteriza por la presencia de células
de Sertoli, somdticas, nutrientes y de soporte del epi-
telio seminifero, y ausencia de cualquier tipo de célula
germinal. La MA se caracteriza por interrupcion en la
maduraciéon de las células germinales en cualquier
tipo celular germinal, causando oligozoospermia (pa-
rada parcial) o azoospermia (parada total). La madu-
raciéon de las células germinales se divide en 3 procesos
principales: proliferaciéon mitética de la espermatogo-
nia, meiosis y diferenciaciéon de espermatides redon-
das en espermatozoides. La MA de las células germi-
nales en la meiosis puede tener lugar en la fase de
espermatocito primario (deficiencias en el empareja-
miento de los homoélogos, entrecruzamiento y forma-
cién de quiasma; separacion prematura de los homo-
logos; no disyuncion de los homélogos en la primera
division meidtica) o en la fase de espermatocito se-
cundario (no disyuncién de las cromatidas en la se-
gunda division meidtica). La HP se caracteriza por la
presencia de todos los estadios de células germinales,
cuyo numero esta disminuido en proporciones simila-
res, desorganizaciéon espacial del epitelio seminifero,
con desprendimiento de las células germinales, y sub-
siguiente disminucién en la produccién de esperma-
tozoides®”.

Con la introduccién de la inyeccién intracitoplas-
mica de esperma (ICSI, intracytoplasmic spevrm injec-
tion) se aplico la biopsia testicular multiple y bilateral
(TESE) para buscar espermatozoides en pacientes en
los que, en el andlisis histopatoldgico previo, se diag-
nosticé ausencia total en la produccién de espermato-
zoides. El motivo fue la suposicion de que los peque-
nos fragmentos utilizados para el diagnéstico podrian
no reflejar la situacion general del testiculo. En nues-
tra experiencia, la TESE permiti6 reclasificar la MA en
2 subtipos: los casos que presentan MA completa, ca-
racterizados por una parada completa de la meiosis, y
los casos con MA incompleta, en donde podrian en-
contrarse espermatozoides/espermatides tardias en al
menos un fragmento®10.

La infertilidad en varones con cariotipo y caracteris-
ticas sexuales secundarias normales y ausencia de pato-
logias testiculares, endocrinopatias y microdeleciones
en Yql1.2 puede ser debida a deficiencias en la casca-
da de genes de activaciéon que controlan los procesos
meidticos. Los estudios en knock-out mice han mostra-
do que la parada en la meiosis puede ser completa o
incompleta, y que estas situaciones habitualmente se
asocian con deficiencias en el emparejamiento de los
cromosomas homologos o recombinacién recipro-
ca®>1b12 Ta disminucién en el emparejamiento se ha
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relacionado con defectos en los genes que controlan el
ensamblaje del complejo sinaptonémico. Por el con-
trario, deficiencias en el sistema de reparacion del
ADN parecen asociarse con el emparejamiento o con
la recombinacién reciproca. Deficiencias en el empare-
jamiento de los homoélogos producen MA en el esper-
matocito primario y activan el mecanismo de apoptosis
para liberar las células germinales muertas en el ciclo
celular. Cuando esta parada no es completa, la ausen-
cia de formacién de quiasmas conduce a la no disyun-
cién durante las divisiones celulares y diferenciaciéon
del espermatozoide con aumento de las cifras de aneu-
ploidia. Deficiencias en el sistema reparador del ADN
pueden causar valores disminuidos de formaciéon de
quiasmas (dependiente en los episodios de recombina-
cién) y no disyunciéon (dependiente en la formacién
del quiasma). El andlisis de mutante de ratébn ha mos-
trado que las mutaciones en el gen Atm (ataxia telan-
giectasia mutante) o del gen Sep3 no interfieren con la
proliferacion mitética de la espermatogonia ni con
la entrada meidtica del espermatocito, pero provocan
una parada en el estado de cigoteno. Esta parada
meidtica en el estadio de espermatocito primario fue
causada por deficiencias en el requerimiento de protei-
na para formar el complejo sinaptonémico, con la con-
siguiente ausencia de emparejamiento entre los pares
homologos (asinapsis). Sin embargo, en mutaciones
en Atm unas pocas células pueden superar el bloqueo
meidtico, mientras que en mutaciones en Scp3 la para-
da meidtica es completa en cigoteno3*®. Los defectos
en los genes del sistema de reparaciéon de ADN tam-
bién causan una situacion heterogénea. Deficiencias en
Pms2 originan pares de cromosomas anormales debido
a deficiencias en el ensamblaje del complejo sinaptoné-
mico, y en estos casos unas pocas células pueden supe-
rar el bloqueo meidtico y formar espermatozoides ma-
duros'®. Por el contrario, defectos en Mkl interfieren
con recombinacién reciproca, causando valores reduci-
dos de formacién de quiasma y la subsiguiente separa-
cién prematura (desinapsis) de los pares de cromoso-
mas homologos!”.

Muchos estudios han probado citogenéticamente el
proceso meidtico y/o la constitucién cromosémica de
los espermatozoides en pacientes infértiles con altera-
ci6én de los pardmetros seminales!®23. Sin embargo, en
los pocos estudios sobre azoospermia secretora no se
obtuvieron resultados consistentes al observar la etio-
logfa especifica de la MA?+%”. Para resolver esta cues-
tién, comparamos casos de MA completa e incomple-
ta por hibridacién in situw fluorescente (FISH)
utilizando sondas para los cromosomas sexuales y
para 2 autosomas. Para asegurar una correcta identifi-
cacion de los diferentes estadios espermatogenéticos,
se aislaron por micromanipulacién poblaciones puras
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de células germinales por estadios especificos. Los re-
sultados sugieren que mientras la MA incompleta se
relaciona con deficiencias en el emparejamiento de
homologos, la MA completa parece asociarse con
aneuploidias en las espermatogonias mitdticas y defi-
ciencias en los episodios de recombinacién reciproca
que ocurren en la meiosis después del emparejamien-
to normal de los homodlogos.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de pacientes

Se seleccionaron como controles los pacientes con
azoospermia obstructiva y espermatogénesis conser-
vada (n = 7) confirmada por histopatologia: 4 con
obstruccién inflamatoria del epididimo, 2 con au-
sencia congénita bilateral de los vasos deferentes y
1 con ausencia congénita unilateral de los vasos de-
ferentes. Los pacientes con MA en el analisis histo-
patolégico fueron separados en MA completa (para-
da en el estadio de espermatocito primario; n = 9) o
MA incompleta (al menos un fragmento con esper-
matides maduras o espermatozoides; n = 11) tras la
TESE en el ciclo de tratamiento ICSI. En todos los
casos, los pacientes tenfan cariotipo normal tras la
alta resolucién de la bandas GTG de linfocitos de
sangre periférica?® y ausencia de microdeleciones en
Yql1.2-AZF%. Las células utilizadas para las practi-
cas fueron las sobrantes en la placa después de la mi-
croinyeccién, de acuerdo con el consentimiento in-
formado del paciente.

Aislamiento y cultivo de las células germinales
masculinas

El tejido testicular fue recogido en medio de prepara-
cién de esperma (con Tampédn, SPM; Medicult, Co-
penhague, Dinamarca) y dilacerado con agujas qui-
rargicas. El fluido fue lavado con SPM (2 X 5 min,
1.000 revoluciones/min), incubado (5 min) con 2 ml
de tampén de lisis de eritrocitos (155 mmol NH4Cl,
10 mmol KHCO,, 2 mmol de icido etilendiaminote-
traacético [EDTA] en agua; pH 7,2 con KOH; 0,2
um filtrado; Sigma, Barcelona, Espaiia), lavado como
anteriormente, disociago (1 h, 37 °C) con 25 ug/ml
de DNasa y 1.000 U/ml de colagenasa-IV en SPM
(0,2 um filtrado; Sigma), lavado como antes e incu-
bado (32 °C, 5% CO,) en medio IVF (Medicult) has-
ta su utilizaciéon!?. Se diluyeron 10 pul de cada muestra
en 60 pl SPM, y la muestra fue extendida en una pla-
ca de cultivo y recubierta con aceite mineral (Medi-
cult). Las células de los distintos estadios fueron selec-
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cionadas de acuerdo con los criterios morfoldgicos
descritos previamente®3%3! en un invertoscopio inverti-
do Nikon, equipado con éptica Hoftman y calentado
(32 °C), utilizando micromanipuladores Narishige
(Nikon, Tokyo, Japén) y micropipetas de 15-20 pm
de didametro (SweMed, Frolunda, Suecia). Las células
de cada estadio fueron transferidas a microgotas de 10
ul de SPM y cuidadosamente examinadas para eliminar
cualquier célula contaminante o degenerada (fig. 1).

Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Las células fueron transferidas por micromanipulacion
a 3 ul de tampén de lisis (0,01 N HCI/0,1% Tween
20; Sigma) en portas recubiertos de Poly-L-Lysina
(Sigma). Tras el aislamiento de los nacleos, los portas
fueron secados, lavados (5 min) en agua y Phosphate-
Buffered Saline (PBS, Sigma), ripidamente deshidra-
tados (15 s) en una serie de etanol y almacenados (os-
curidad, —20 °C) hasta su utilizacién. Los portas
fueron incubados (20 min, 37 °C) con pepsina (100
ug,/ml; Sigma), lavados, fijados (4 °C, 10 min) con
4% de paraformaldehido (Bio-Rad, Watford, Inglate-
rra), lavados y deshidratados. En cada porta se coloca-
ron 10 pl de la mezcla (6 pl de tampén de hibrida-
cion, 1 pl de cada sonda centromérica ADN
o-satélite, 1 pl de agua; Vysis Inc., Downers Grove,
IL, EE.UU.). Las sondas fueron CEP 18 (regiéon
18p11.1-q11.1, Jocus D18Z1; Spectrum Aqua), CEP
7 (region 7pll.1-ql1.1, locus D7Z1; Violet: 0,5 pl
Spectrum Orange + 0,5 pl Spectrum Green) y CEP X
(bandas Xpll.1-ql1.1, Jocus DXZ1; Spectrum Gre-
en)/CEP Y (bandas Ypll.1-qll.1, Jocus DYZ3;
Spectrum Orange). Las sondas y el ADN nuclear fue-
ron desnaturalizados (75 °C, 3 min) y después hibri-
dados (37 °C, 4 h, en cdmara oscura y humedad). Los
lavados posthibridacion contenfan 60% de formamida
(Fluka Chemika, Suiza)/2 x SSC/0,05% Tween 20
(42 °C, 5 min), 2 x SSC (42 °C, 5 min) y 4 X
SSC/0,05% Tween 20 (5 min). Después de lavar, los
portas fueron deshidratados, secados y montados en
10 pl de Vectashield antifade medium que contenia
1,5 g/ml de 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
para neutralizar el nacleo (Vector Laboratories, Bur-
lingame, EE.UU.). La eficacia del proceso de FISH
fue probada utilizando cromosomas en metafase ¢ in-
terfase y nacleos interfisicos del cultivo de linfocitos
masculinos normales estimulados con fitohemagluti-
nina (Difco Laboratorios, Detroit, EE.UU.) y cultiva-
dos durante 72 h a 37 °C. Se examinaron un total de
100 linfocitos, y el 95% de ellos dieron senales positi-
vas para el nimero esperado de copias. Las imagenes
de FISH fueron recogidas en un microscopio Nikon
(Eclipse, E-400) de epifluorescencia adaptado a una
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Figura 1. Células del epitelio seminifero por estadios después del
aislamiento por micromanipulacién (microscopio invertido de
Hoffman). Células de Sertoli (SC) que muestran las gotas de lipi-
dos en el citoplasma (cy) y la regién nuclear clara (n). ST1: pool de
espermatocitos primarios; ST2: espermatocitos secundarios; Sa: es-
permatides redondas tempranas; Sb: espermatides elongindose; Sd:
espermatides elongadas.

camara CCD y un software apropiado (Cytovision
Ultra, Aplicado a la Imagen Internacional, Sunder-
land, Reino Unido).

Criterios de emparejamiento

Las senales generadas por FISH se clasificaron
como: no emparejadas, cuando los limites de las 2
senales estaban separados por mas del diametro de
una de las senales; alinecados, cuando los limites de
las 2 senales estaban separados por menos del dia-
metro de una de las sefiales pero sin contacto; empa-
rejados, cuando los limites de las dos senales contac-
taban o se fusionaban en una gran sefal3?. Esta
clasificacion se establecié tras aplicar el FISH a un
cromosoma autosémico y a células germinales pre-
meidticas identificadas por el estadio diploide y la
localizacién en las secciones de parafina. Debido a
que los criterios pueden no asegurar la correcta
identificacién de las células germinales, en este estu-
dio hemos utilizado poblaciones celulares germina-
les aisladas y localizacién simultanea por FISH co-
lor-4 de los 2 cromosomas sexuales y de dos
autosomas diferentes. Los resultados muestran que
el emparejamiento de todos los cromosomas en los
espermatocitos primarios es raro, y que en los casos
de emparejamiento la mayoria es asincrono, p. e€j.,
ocurre en algunos pero no en todos los cromosomas
a la vez (emparejamiento parcial). Debido a este ha-
llazgo, hemos clasificado como emparejados todas
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Figura 2. Hibridacién iz situ fluorescente con sondas para los cro-
mosomas X, Y, 7 y 18. ST1: espermatocitos primarios; ST2: esper-
matocitos secundarios; Sa: espermdtides redondas; Sd: espermatides

clongadas; P: homologos emparejados; PP: homologos parcialmen-
te emparejados; UP: homélogos no emparejados; E: nacleo euploi-
de; A: ntcleo aneuploide.

las situaciones (emparejamiento + emparejamiento
parcial) donde el emparejamiento o alineamiento al-
canza al menos a un homologo (fig. 2).

Estadistica

Las senales de FISH fueron registradas por 2 citoge-
netistas independientes en un procedimiento doble
ciego (no se dio informacién del tipo de azoospermia
secretora ni del tipo de células analizadas). Se utilizé
el test de la % para comparar la significancia entre los
dos grupos.

RESULTADOS

En este estudio, la FISH se realizé utilizando 2 sondas
para los cromosomas sexuales (X, Y) y 2 sondas para
los cromosomas autosomicos (7, 18). En total, 4.512
células se caracterizaron citogenéticamente por esta-
dios especificos después de ser aisladas por micromani-
pulaciéon de biopsias testiculares en fresco durante el
tratamiento de TESE-ICSI de varones infértiles con
espermatogénesis conservada (controles: azoospermia
obstructiva; n = 7), MA incompleta (n = 11) y MA
completa (n = 9). Las aneuploidias y el emparejamien-
to de los homoélogos fue cuantificada en 863 células
de Sertoli, 1.720 espermatocitos primarios, 755 esper-
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TABLA 1. Anilisis de FISH de las células germinales
en azoospermia obstructiva (grupo control)

Tipo de célula N % Euploides % Aneuploides
Células de Sertoli 345 91 92
Espermatocitos I 225 96,4 3,6°
Emparejados 45,6¢

No emparejados 54,4

Espermatocitos 1T 444 97,7 2,34
Femenino/masculino 14

Espermatides redondas 418 89 11
Femenino/masculino 1,2

Espermatides elongadas 442 93,4 6,6
Femenino/masculino 1,3¢

*p < 0,01 a MA incompleta.

’p < 0,01 a MA completa.

p < 0,01 a MA incompleta.

9p < 0,01 a MA incompleta.

°p < 0,01 (femenino frente a masculino).

TABLA 2. Analisis FISH de células germinales en parada de la
maduracién (MA) incompleta

Tipo de célula N % Euploides % Aneuploides
Células de Sertoli 290 80,7 19,3*
Espermatocitos 1 502 94.6 5,4°
Emparejados 29,5¢

No emparejados 70,5

Espermatocitos 1T 311 91 9d
Femenino/masculino 09

Espermatides redondas 135 87,4 12,6
Femenino/masculino 1,0

Espermatides elongadas 179 92,7 7,3
Femenino/masculino 1,4¢

*p < 0,01 a controles y MA completa.

*p < 0,05 a MA completa.

°p < 0,01 a controles y MA completa.

9p < 0,01 a controles.

°p < 0,05 (femenino frente a masculino).

TABLA 3. Anilisis de FISH de células germinales en parada
de la maduracién (MA) completa

Tipo de célula N % Euploides % Aneuploides
Células de Sertoli 228 92,5 7,5°
Espermatocitos I 993 91,8 8,2°
Emparejados 49,7¢

No emparejados 50,3

*p < 0,01 a MA incompleta.
*p < 0,01 a controles; p < 0,05 a MA incompleta.
p < 0,01 a MA incompleta.

matocitos secundarios, 553 espermétides redondas y
621 espermatides elongadas (tablas 1 a 3) (fig. 2).

Las aneuploidias encontradas en las células de Ser-
toli fueron 31/345 (9%) en los controles, 17,/228
(7,5%) en la MA completa y 56,290 (19,3%) en los
casos de MA incompleta, y solo fueron significativa-
mente superiores en los casos de MA incompleta.

En los espermatocitos primarios se encontraron
ancuploidias en 8,225 (3,6%) de los controles, en
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27/502 (5,4%) de los casos de MA incompleta y en
82,/993 (8,2%) de los casos de MA completa, con un
incremento significativo s6lo en relacién con la MA
completa. Se encontré emparejamiento de los cromo-
somas homologos en los espermatocitos primarios en
99 /217 (45,6%) de los controles, un valor similar al
encontrado en la MA completa (453/912, 49,7%).
Por el contrario, en la MA incompleta (140/475,
29,5%) el emparejamiento de los homoélogos fue sig-
nificativamente menor.

Para los espermatocitos secundarios, se encontraron
aneuploidias en 10/444 (2,3%) de los controles, ha-
biendo un incremento significativo en la tasa de aneu-
ploidias en la MA incompleta (9/311, 9%). En rela-
cién con las redondas (controles: 46,/418, 11%; MA
incompleta: 17/135, 12,6%) o espermatides elongin-
dose y elongadas (controles: 29/442, 6,6%; MA in-
completa: 13/179, 7,3%), no se encontraron diferen-
cias significativas en las tasas de aneuploidia entre los
controles y los casos de MA incompleta. Aunque no
se pueden imaginar causas especificas, el andlisis de los
espermatocitos secundarios, espermatides redondas y
elongadas reveld una diferencia significativa entre el
porcentaje de los sexos femenino y masculino en las
células germinales, tanto en controles como en casos
de MA incompleta, con un ligero predominio del tipo
femenino.

DISCUSION

La azoospermia secretora (azoospermia no obstructi-
va) es la principal causa de infertilidad masculina. El
analisis histopatolégico en estos casos revel6 3 sindro-
mes principales: células de Sertoli (SCOS), parada de
la maduracién (MA) e hipoplasia (HP). Con la aplica-
cién del ICSI, se realizé la biopsia testicular bilateral y
multiple (TESE) para averiguar si se podian encontrar
espermatozoides en el SCOS y MA, teniendo en
cuenta que la biopsia simple tomada para histopatolo-
gia podria no reflejar la situacién global del testiculo.
Los ciclos de TESE-ICSI han demostrado que en al-
gunos casos de SCOS y MA (SCOS incompleto o ca-
sos de MA incompleta) se puede encontrar al menos
un fragmento con espermatozoides!®.

La azoospermia secretora genética primaria puede
ser debida a aberraciones cromosémicas?®*3. En otros
casos ha sido atribuida a microdeleciones en la regiéon
AZF localizada en Yql1.2. En estos tltimos casos, las
microdeleciones que abarcan la subregién mas proxi-
mal AZFa se asociaron con SCOS?®, la MA fue corre-
lacionada con microdeleciones en la subregion central
de la AZFb%3 mientras que la oligozoospermia y la
HP parecieron estar asociadas con microdeleciones
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que afectan a la subregién mas distal AZFc?. Sin em-
bargo, y alternativamente, se ha sugerido que las mi-
crodeleciones individuales en AZFc implicadas en la
secuencia DAZ son propensas a desarrollar una lesiéon
intratesticular en la diferenciacion de espermatida
causando oligozoospermia, y que este defecto puede
ademas evolucionar con el tiempo causando HP, MA
¢ incluso SCOS%.

En el caso de MA, los estudios de ratébn mutados
han apuntado otras causas genéticas>>1217. La rela-
cién con anomalias del emparejamiento de los cromo-
somas (sinapsis) conduce a una parada meidtica y eli-
minacién de los espermatocitos primarios bloqueados
(apoptosis), asi como la formacién de espermatozoi-
des aneuploides debido a errores de no disyuncién.
Asimismo, el emparejamiento normal y defectos en la
recombinacion reciproca causan parada meidtica debi-
do a los niveles disminuidos de formacién de quias-
mas, separaciéon precoz de homologos/cromatidas o
segregacion anormal (no disyuncién) de cromoso-
ma,/cromatida. Son pocos los estudios citogenéticos
que se han realizado en espermatocitos primarios de
varones azoospérmicos con MA. En un estudio, un
varén con caracteristicas secundarias sexuales norma-
les y MA incompleta presentdé un emparejamiento
normal pero un fallo en la formacién de quiasmas?*.
Por el contrario, se encontré6 emparejamiento anor-
mal de cromosomas meidticos en biopsias testiculares
de pacientes varones infértiles con causas variables de
disfuncion de la espermatogénesis®®. Sin embargo, el
tipo variado de pacientes estudiados no es capaz de
atribuir este hallazgo a los casos de MA. Un estudio
mds reciente, en el que se utilizaron secciones de pa-
rafina de muestras de testiculos extraidas de pacientes
azoospérmicos durante el TESE-ICSI, comparé6 las
aneuploidias sexuales entre pacientes controles con
azoospermia obstructiva (OAZ) y espermatogénesis
conservada, la HP y la MA incompleta y completa?©.
En OAZ, las aneuploidias sexuales se encontraron en
un 2,9% de las células germinales premeidticas y en
26,2% de células germinales haploides, mientras que
en la HP y en la MA incompleta y completa estos va-
lores variaron entre el 9,9, el 9,1 y el 12,8% para las
células germinales premeidticas y el 30,0, el 34,4 y el
26,2% para las células germinales haploides, respecti-
vamente. Sin embargo, las células germinales haploi-
des no habifan sido detectadas en los casos de MA
completa, mientras en la MA incompleta y la HP las
células germinales haploides estudiadas inclufan tanto
espermatocitos secundarios como espermdtides, lo
cual hace dificil cualquier comparacién estadistica.
Por el contrario, el reandlisis de estos datos en rela-
cién con las células germinales diploides (espermato-
citos primarios) mostré que hay un incremento de
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aneuploidfas en la HP (9,9%), la MA incompleta
(9,1%) y la MA completa (12,8%) en relaciéon con los
controles (2,9%).

S6lo un estudio citogenético ha sido realizado en
espermatocitos primarios de varones azoospérmicos
que presentaban MA genética primaria, cariotipos nor-
males y ausencia de microdeleciones en Yql1.2-AZF.
El analisis de los cromosomas meiéticos se realizé des-
pués de la extension de células espermatogenéticas re-
cogidas durante TESE-ICSI¥”. Los datos mostraron
que el emparejamiento de los cromosomas sexuales en
la MA completa disminuyé (23%) en relaciéon con la
HP (73%) y la OAZ (84%), vy lo mismo ocurrié con
emparejamiento de los cromosomas autosémicos
(CEP 18) (60, 91 y 95%, respectivamente).

Para comparar mejor los backgrounds genéticos de
los casos de MA completa e incompleta, se seleccio-
naron 27 pacientes azoospérmicos con cariotipo nor-
mal y ausencia de microdeleciones en Yql1.2-AZF (a,
b, ¢). De éstos, 7 fueron utilizados como controles
(OAZ), 9 tenfan MA completa y 11 MA incompleta,
como se confirmé tras TESE-ICSI. Para asegurar que
la identificacién de las células fuese correcta, las célu-
las germinales fueron aisladas por micromanipulacién
por estadio de acuerdo con los criterios morfolégicos
descritos®31:383 y analizados por FISH 4-color simul-
taneo utilizando sondas centroméricas para los 2 cro-
mosomas sexuales (X, Y) y para 2 cromosomas auto-
somicos diferentes (7, 18). Los datos mostraron que
los casos de MA completa e incompleta difieren en su
background genético tanto en la aneuploidia de las cé-
lulas germinales premeidticas como en el empareja-
miento de los homoélogos meidticos en los esperma-
tocitos primarios.

Especificamente, la MA incompleta se caracterizd
por valores incrementados de aneuploidias en las célu-
las de Sertoli (19,3% frente al 9% en controles) y dis-
minuciéon del emparejamiento de los homodlogos en
espermatocitos primarios (29,5% frente al 45,6% en
controles). Las aneuploidias en las células de Sertoli se
describen aqui por primera vez, y su incidencia incre-
mentada en casos de MA incompleta sugiere un meca-
nismo general genético que favorece la disrupcion del
epitelio seminifero. Los bajos niveles de formaciéon de
espermatides tardias en estos casos de MA incompleta
estan, pues, relacionados con la parada meidtica indu-
cida por una disminuciéon del emparejamiento de los
homologos, lo cual se debe probablemente a deficien-
cias en el ensamblaje del complejo sinaptonémico. Por
otro lado, las cifras incrementadas de aneuploidias en-
contradas en los espermatocitos secundarios (9% frente
al 2,3% en controles) se explican por disminucién del
emparejamiento de los homoélogos a favor de la no
disyuncién. Ademas, como la incidencia de aneuploi-
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dfas en las espermatides elongadas (7,3%) no difiere de
los controles (6,6%), postulamos un nuevo mecanismo
de regulacion por el cual las aneuploidias de los esper-
matocitos secundarios y de las espermatides redondas
(12,6% frente al 11% en controles) son preferentemen-
te reducidos en el testiculo durante la diferenciacién a
espermatozoide.

En varones fértiles, la incidencia de aneuploidias en
espermatozoides es < 0,5%, comparado con una fre-
cuencia de 0,7% de anormalidades en la poblacién
general neonatal. Por el contrario, se encontré un in-
cremento en la incidencia de aneuploidias en los es-
permatozoides en varones infértiles (2-14%), cerca del
2% en casos con anomalias mixtas de semen, 5% en
oligozoospermia (en terato y astenozoospermia se
han obtenido resultados no concluyentes) y 14% en
azoospermia. Los valores incrementados de aneuploi-
dfas en espermatozoides de pacientes infértiles se han
relacionado con la incidencia incrementada de ano-
malias cromosémicas (1%) en nifios concebidos por
ICSI?. Estas observaciones muestran que no hay di-
ferencias significativas entre la incidencia de aneuploi-
dfa en las espermatides tardias, controles (6,6%) y MA
incompleta (7,3%), lo que puede explicarse por el he-
cho de que en la azoospermia s6lo unos pocos cientos
de gametos son accesibles para el andlisis de FISH,
mientras que en las muestras de semen se estudian
cerca de 1.000-10.000 espermatozoides por muestra.
Alternativamente, los resultados podrian ser explica-
dos si se asume que en pacientes con azoospermia
obstructiva y espermatogénesis conservada también se
observa una incidencia incrementada de aneuploidias
en los gametos.

Por el contrario, la MA completa se caracterizd por
emparejamiento normal (49,7%) y valores incremen-
tados de aneuploidias en espermatocitos primarios
(8,2% frente al 5,4% en MA incompleta y 3,6% en
controles). Estos resultados sugieren un incremento
en los errores de la no disyuncién durante la prolifera-
cién mitodtica de la espermatogonia, asi como un in-
cremento de las anomalias durante los acontecimien-
tos postsindpticos, tales como recombinacién y
formacién de quiasmas probablemente mediados por
deficiencias en el sistema de reparacién del ADN. En
cualquier caso, ambos sucesos favorecen una parada
meidtica completa e identifican un background gené-
tico diferente en comparaciéon con los casos de MA
incompleta.

Estos resultados abren la discusiéon de la tasa de
emparejamiento normal de los homoélogos cigoteno
en la espermatogénesis humana normal. El analisis ci-
togenético y el de FISH determinaron que la mayoria
de las espermatogonias (86-91%) y espermatocitos
leptoteno (96%) tienen homologos no emparejados, y
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que la mayoria de los espermatocitos cigoteno (72%)
y paquiteno (100%) muestran homologos empareja-
dos'?. Sin embargo, nuestras observaciones mostra-
ron que en OAZ con espermatogénesis conservada, el
emparejamiento normal tiene lugar en cerca del
45,6% de los espermatocitos primarios. Otra observa-
cién llamativa fue que en la mayoria de las células el
emparejamiento de los homoélogos fue asincrénico
(parcial) entre los diferentes cromosomas. Aunque ta-
les diferencias podrian deberse a la presencia de un
gran numero de espermatogonias y espermatocitos
leptoteno contaminantes en el pool de espermatocitos
primarios seleccionado para este estudio, creemos que
éste no es el caso, ya que en una muestra de testiculo
la mayoria de las células germinales premeidticas di-
ploides son espermatocitos primarios en el estadio de
paquiteno, que presentan un didmetro mayor. Asi
pues, las diferencias encontradas aqui se pueden deber
a un examen mas refinado. Primero, hemos seleccio-
nado cuidadosamente las células por micromanipula-
cién, mientras que otros estudios han utilizado sec-
ciones de parafina o extensiones en portas, y hemos
distinguido los espermatocitos primarios paquiteno
por su localizacién o criterios de diploidia. Segundo,
hemos utilizado FISH 4-color simultineo con sondas
para los 2 cromosomas sexuales y 2 autosomas dife-
rentes, mientras que otros estudios han utilizado son-
das de cromosomas sexuales 0o/y una sonda autoso-
mica simple.
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