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Utilidad de la FISH en espermatozoides
como analisis complementario de rutina
en un laboratorio de andrologia
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RESUMEN

Introduccion: El estudio de aneuploidias en los cromosomas de n-
cleos espermaticos previamente fijados y decondensados por técnicas
de fluorescencia con hibridacién in situ (FISH), ha demostrado ser de
gran utilidad en el estudio del contenido cromosémico espermitico.
Por otra parte, los resultados derivados de los estudios realizados en
individuos infértiles con cariotipo normal han puesto de manifiesto in-
crementos en la frecuencia de produccién de espermatozoides aneu-
ploides y diploides.

En este trabajo se han analizado retrospectivamente nuestros resulta-
dos de FISH en espermatozoides en pacientes con cariotipo normal y
riesgo de anomalias cromosémicas debido los siguientes factores:
aborto de repeticion, fallos repetidos de implantacién después de
ICSI y factor masculino severo. Los objetivos de este estudio son:

a) analizar la relacién entre cualquiera de estas indicaciones previas y
un incremento de espermatozoides aneuploides o diploides; &) ya que
algunas de las parejas incluidas en el estudio han realizado varios ci-
clos de microinyecciones espermaticas (ICSI), conocer el efecto de las
anomalfas cromosémicas en la tasa de fecundacion, division, implanta-
cién y abortos, y ¢) conocer si la realizacion de FISH en espermato-
zoides para estas indicaciones puede emplearse como test de rutina en
un laboratorio de andrologia.

Material y métodos: En ¢l estudio se han incluido 158 varones con ca-
riotipo normal, a los que se les ha realizado estudio de FISH en esper-
matozoides durante el afio 2007 para estudio de aneuploidias y di-
ploidias para los cromosomas 13, 14, 15, 18, 20,21,22, Xe Y
mediante sondas especificas. Las indicaciones para la realizacién de
FISH fueron: 112 pacientes con fallos previos de fertilizacion in vitro
(FIV), 26 con factor masculino y 20 con abortos de repeticién. Tam-
bién se estudid, de forma retrospectiva, los resultados de los ciclos de
ICSI antes de realizar el FISH: tasa de fecundacion, divisién y calidad
embrionaria.

Resultados: El porcentaje de muestras de semen con incremento esta-
disticamente significativo de espermatozoides con aneuploidias ha
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ABSTRACT

Usefulness of FISH in sperm as a complementary
routine analysis in the andrology laboratory

Introduction: Fluorescent in situ hybridization
(FISH) in decondensed sperm nuclei has proven
to be a good method for determining the chro-
mosome content of spermatozoa. Even among
infertile men with a normal karyotype, there is a
considerable frequency of chromosomal abnor-
malities limited to the germ line.

In the present study, we have retrospectively
analysed our FISH results on spermatozoa in a
series of patients with normal karyotypes who
have a risk of sperm chromosomal abnormalities
due to several factors such as, recurrent spontane-
ous miscarriages, repeated implantation failures
after ICSI and male factor. The objectives of the
study were: a) to investigate whether these indi-
cations were actually associated with an increased
incidence of sperm aneuploidy and diploidy; &) to
examine the correlation between sperm chromo-
somal abnormalities on ICSI outcome in terms of
fertilization, cleavage and embryo quality; and ¢)
to find out if sperm FISH analysis could be used
as a routine test in the andrology laboratory.

Material and methods: Sperm ancuploidy and
diploidy rates for chromosomes 13, 14, 15, 18,
20,21, 22, X and Y were evaluated in 158
patients with normal karyotypes using specific
probes. Indications for sperm FISH analysis
were: recurrent miscarriages of unknown
actiology (n = 20), repeated implantation failures
after ICSI (n = 112) and male factor (n = 26).
We also retrospectively analysed ICSI outcome
(fertilization rate, cleavage and embryo quality)
before FISH analysis.

Results: The incidence of sperm samples with a
significant increase in aneuploidy was 26.5%. Oli-
goasthenoteratozoospermia patients: 30.7%, im-
plantation failures: 21.4% and recurrent miscarria-
ges: 50%. There was a total of 35.7% of patients
with male factor and implantation failure with ab-
normal FISH results and 66.6% with male factor
and recurrent miscarriages. There were no signifi-
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sido del 26,5%. De éstos, el 21,4% eran fallos de FIV, 30,7% factor
masculino y 50% abortos de repeticiéon. En los casos diagnosticados
como fallo de FIV con factor masculino se encontraron anomalias en
un 35,7%. En los casos de aborto de repeticiéon con factor masculino
las anomalias se encontraron en un 66,6%. No hubo diferencias en las
tasas de fecundacién, divisién y calidad embrionaria en los ciclos pre-

en un laboratorio de andrologia

cant differences in fertilisation rate, cleavage and
embryo quality between groups.

Conclusions: Our results confirm a potential role
for aneuploidy testing in the work-up of patients
as a predictor of success, as well as in future gene-
tic counselling.

vios de ICSI con semen normal o alterado.

Conclusiones: El porcentaje de varones con anomalias cromosémicas

Key words: Spermatozoa. Sperm aneuploidy.
FISH. Male infertility.

encontrado, sobre todo si se suma el factor masculino con fallo de
FIV, revelan la idoneidad de realizar esta técnica en los casos indica-

dos.

Palabras clave: Espermatozoide. Aneuploidias espermaticas. FISH.

Infertilidad masculina.

INTRODUCCION

La infertilidad masculina y las anomalias cromosémi-
cas estin estrechamente relacionadas. Desde hace
tiempo se sabe que son mucho mas frecuentes las
anomalias cromosémicas en varones infértiles que en
la poblacién general'3. Incluso entre varones con ca-
riotipo normal, hay una frecuencia considerable de
anomalias cromosémicas limitadas a la linea germinal
como consecuencia de no disyunciéon en la meiosis.
Se ha encontrado una correlacién inversa entre cali-
dad de semen y tasas de aneuploidias*®, aunque se
han publicado resultados contradictorios respecto a la
relacién entre aneuploidias espermaticas y defectos es-
pecificos del espermatozoide®®.

La primera publicacién que relacioné el incremento
de ancuploidias ¢ infertilidad masculina fue en 1995
por Moosani et all, los cuales utilizaron ovocitos hu-
manos y de hamster y FISH (hibridacién in situ por
fluorescencia) para demostrar una frecuencia del 3,1%
(cormososmas 1, 12 y X/Y) en espermatozoides de
varones infértiles frente al 0,84% en los controles.

La FISH es una técnica de andlisis citogenético que
se basa en la utilizacién de segmentos especificos de
ADN (sondas) marcadas con distintos fluorocromos
que, al unirse a las secuencias complementarias, per-
mite identificar los cromosomas de los espermatozoi-
des. Determina la dotacién cromosémica, expresando
el porcentaje de espermatozoides que presenta aneu-
ploidias o disomias.

El analisis de las aneuploidias en cromosomas esper-
maticos por medio de FISH es de gran interés por va-
rias razones. Se ha estimado que alrededor del 60% de
los abortos espontaneos del primer trimestre se produ-
ce por anomalias cromosémicas’, la mayorfa de las cua-
les son como resultado de no disyuncién durante la
gametogénesis. Aunque la mayoria son de origen ma-

terno, estudios moleculares han comprobado que el 8-
12% de los abortos con trisomia 13, 18 y 21 son de
origen paterno®. Utilizando como andlisis la FISH, se
ha comprobado un incremento en la incidencia de las
disomias de los cromosomas sexuales en abortos de re-
peticién cuando se compara con los controles!!.

Otro aspecto importante se refiere a como la aneu-
ploidia espermitica puede afectar los resultados de mi-
croinyeccion espermatica (ICSI) en pacientes infértiles.
Esto es de particular importancia, teniendo en cuenta
que la microinyeccién de un espermatozoide aneuploi-
de en un ovocito euploide puede generar descendencia
aneuploide o aborto. De hecho, se ha encontrado una
mayor incidencia de aneuploidias en los cromosomas
sexuales y anomalias estructurales de novo en cariotipos
prenatales después de ICSI comparandolos con los de
la poblacién general, que podria atribuirse a las caracte-
risticas de los varones infértiles tratados'?. En un re-
ciente trabajo, Nicopoullos et al'3 presentaron el pri-
mer estudio prospectivo con 56 pacientes infértiles
sometidos a ICSI en el que concluyeron que la presen-
cia de aneuploidia espermatica es un factor prondstico
negativo en el éxito de la técnica, independiente de
otras variables como la edad materna.

Sin embargo, a pesar de la relaciéon que hay entre in-
fertilidad masculina y caracteristicas genéticas de los es-
permatozoides, se plantea el problema de cémo puede
traducirse este hecho en la practica diaria del laborato-
rio de andrologia y en el estudio diagnéstico del varén
infértil. Por ello, en este trabajo se han analizado re-
trospectivamente nuestros resultados de FISH en es-
permatozoides en pacientes con cariotipo normal y
riesgo de anomalfas cromosémicas debidas los siguien-
tes factores: aborto de repeticidn, fallos repetidos de
implantacién después de ICSI y factor masculino seve-
ro. Los objetivos de este estudio son: ) analizar la re-
lacién entre cualquiera de estas indicaciones previas y
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Figura 1. Tasa de fecundacién, divisién y calidad embrionaria (em-
briones de grados 1 y 2) comparada en los grupos de varones con
hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) normal frente a los que
obtuvieron resultado anémalo para alguno de los cromosomas estu-
diados en los ciclos previos de microinyeccién espermitica (ICSI).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

un incremento de espermatozoides aneuploides o di-
ploides; &) ya que algunas de las parejas incluidas en el
estudio han realizado varios ciclos de ICSI, conocer
el efecto de las anomalfas cromosémicas en la tasa de
fecundacion, divisién, implantacién y abortos, y ¢) co-
nocer si la realizacion de FISH en espermatozoides
para estas indicaciones puede emplearse como test de
rutina en un laboratorio de andrologia.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

En este trabajo se han incluido 158 varones de la Cli-
nica Tambre, con cariotipo normal (46 XY), a los que
se les ha realizado estudio de FISH en espermatozoi-
des durante el aflo 2007 para el estudio de aneuploi-
dias y diploidias de los cromosomas 13, 14, 15, 18,
20, 21, 22, X e Y, mediante sondas especificas.

Las indicaciones para la realizaciéon de FISH fueron:
a) aborto de repeticién de etiologia desconocida des-
pués de estudio de esta patologia (n = 20); &) factor
masculino severo (n = 26), y ¢) fallo de implantacién
(mas de 3 ciclos de ICSI sin gestacién) (n = 112).

Las muestras de semen se evaluaron de acuerdo
con los criterios de la OMS!". Se consider6 factor
masculino severo los casos de OAT severa (< 5 millo-
nes espermatozoides/m; < 40% movilidad; > 70% es-
permatozoides anémalos morfoloégicamente).

Los resultados individuales de FISH se considera-
ron como anémalos cuando se observd un incremen-
to estadisticamente significativo en cualquiera de los
parametros analizados (grado de disomia para los cro-
mosomas 13, 14, 15, 18, 20, 21, 22, X e Y, y grado
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total de diploidia), cuando se compar6 con el grupo
control.

Los pacientes diagnosticados como fallo de implan-
tacion (n = 112), habian realizado un total de 340 ci-
clos de ICSI previos al estudio de FISH. La tasa de
fecundacion, division y calidad embrionaria se compa-
r6 en los grupos de varones con FISH normal frente a
los que obtuvieron resultado anémalo para alguno de
los cromosomas estudiados.

Hibridacion in situ por fluoresceina
en espermatozoides

Para la realizaciéon del FISH en espermatozoides, cada
muestra de semen se centriugéd con medio Sperm
prep (Medicult, Copenhague, Dinamarca), vy el sedi-
mento se fijé con metanol/4cido acético (3:1).

Las muestras de semen fijadas se enviaron a Repro-
genetics Spain, S.A. donde se realiz6 la recondensa-
cién y desnaturalizacion del ADN; la hibridacién con
sondas de ADN, vy la lectura y estadistica.

La recondensacién de los nticleos espermaticos se re-
alizé incubando los portas en DTT (1,4 ditrioteritol)
(5 mmol/l) y formamida 5 min a 73 °C, y la
hibridaciéon de la siguiente forma: se realizaron 4 hibri-
daciones en cada caso, sobre 4 portaobjetos diferentes,
utilizando las siguientes combinaciones de sondas:

— FISH de 3 colores con sondas especificas para los
cromosomas X (Xpll.l-qll.1, DXZ1), Y (Ypll.1-
qll.1,DYZ3)y 18 (18pll.1-q11.1, D18Z1).

— FISH de 2 colores con una sonda especifica de Jo-
cus para el cromosoma 13 (13ql4, RB1) y 21
(21922.13-21q22.2, D28259, D21S341, D21S342).

— FISH de 2 colores con una sonda especifica de Jo-
cus para el cromosoma 22 (22q11.2, ber) y una sonda
especifica del cromosoma 20 (20ql13.2, D20S183,
ZNF217,188T).

— FISH de dos colores con una sonda especifica para
el brazo q de cromosomas 14 (14qter, D14S1419) y
15 (15qter, RH54179).

Para cada paciente se determiné la incidencia de di-
somias para los cromosomas 13, 14, 15, 18, 20, 21,
22, X e Y, la incidencia de espermatozoides diploides
y la proporcién de espermatozoides portadores de los
cromosomas X ¢ Y.

Interpretacion de los resultados

Un espermatozoide haploide contiene 23 cromoso-
mas. Este test informa de la presencia de regiones es-
pecificas para los cromosomas 13, 14, 15, 18, 20, 21,
22,XeY.
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Un espermatozoide haploide debe presentar una
sefial de hibridacién para cada uno de los autosomas
mds una senal para los cromosomas X e Y.

— Genotipos anormales. Cualquier combinacién di-
ferente a la de una senal de hibridacién para cada uno
de los cromosomas analizados.

— Individuos de viesgo incrementado. Los que pre-
senten un incremento significativo (p < 0,05) para al
menos una de las anomalias analizadas.

Las sondas utilizadas en este estudio detectan re-
giones especificas o Jocz en los cromosomas y, por tan-
to, no proporcionan informacién acerca de todo el
cromosoma.

Se estima que el porcentaje de espermatozoides
aneuploides de una poblacién control es del 6%,
mientras que para los cromosomas 13, 14, 15, 18,
20,21,22,XeYesdel 1,13%.

Estadistica

El estudio estadistico se realizé utilizando el soft-
ware SPSS versiéon 11.5. El test de Fisher para ana-
lizar variables nominales en forma de tablas de fre-
cuencia y mediante el estudio multivarianza,
utilizando para ello la prueba t de Student para
muestras independientes, con un intervalo de con-
fianza del 95%.

Para comparar los resultados de fecundacién, divi-
sién, gestacion, implantacién y abortos tras ICSI se
utilizé el test de Fisher. Se considerd p < 0,05 como
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

El porcentaje total de muestras de semen analizadas
con incremento estadisticamente significativo de es-
permatozoides con ancuploidias ha sido del 26,5% (n
=42).

De acuerdo con la indicacién para la realizacion del
FISH (tabla 1), los resultados eran anomalos en 8 de
26 varones con factor masculino severo (30,7%), 24
de 112 con fallo de implantacién (21,4%) y 10 de 20
de los diagnosticados de aborto de repeticién (50%).

Los pacientes diagnosticados como fallo de implan-
tacion se subdividieron en 2 grupos: pacientes que
han realizado varios ciclos de ICSI sin gestacion, y pa-
cientes que han realizado ciclos con donacién de ovo-
citos sin gestacion. En el primer grupo, de 88 varo-
nes, 20 presentaban FISH alterado (22,7%), frente a
4 casos de FISH alterado de 24 en el segundo grupo
(16,6%) (tabla 2).

en un laboratorio de andrologia

La mayor incidencia de anomalfas cromosémicas se
encontré en el subgrupo de pacientes con aborto de
repeticion sin causa conocida, en el cual habfa un au-
mento significativo de la tasa de disomia para los cro-
mosomas sexuales (p < 0,001), cromosoma 18 (p <
0,005) y cromosoma 21 (p < 0,0002), asi como la
tasa de diploidia (p < 0,0001), cuando se compara
con los controles.

Si aislamos los casos diagnosticados de fallo de im-
plantacién en los que hay ademas un factor masculino
severo (n = 28), nos encontramos con 10 casos de
FISH anémalo (35,7%). En el grupo de aborto de repe-
ticiébn con factor masculino severo (n = 6) hallamos
4 casos con alteraciones cromosomicas (66,6%) (tabla 3).

En la tabla 4 se muestra la evolucién de los 42
casos con resultado de FISH alterado. No se consi-
guidé ningun embarazo evolutivo excepto con técnicas
de diagnéstico genético preimplantacional o banco de
semen.

Los 112 pacientes con diagnostico de fallo de im-
plantacién realizaron previamente antes del estudio
de FISH un total de 340 ciclos (ICSI o donacién de
ovocitos). La tasa de fecundacién, divisiéon y calidad
embrionaria se compar6 en los grupos de varones con
FISH normal frente a los que obtuvieron resultado
anémalo para alguno de los cromosomas estudiados
(fig. 1). No se han encontrado diferencias estadistica-
mente significativas para ninguno de los parametros
estudiados.

DISCUSION

En los tltimos afios se ha incrementado el niimero de
trabajos publicados en los que se utiliza el FISH de
nucleos espermaticos decondensados para analizar la
incidencia de aneuploidias en los varones infértiles
cromosOmicamente normales®!®. Parece que no hay
discusion en el hecho de que hay una relacién directa-
mente proporcional entre el riesgo de aneuploidia y la
calidad de semen, sobre todo en casos de OAT seve-
ra, confirmandose la hipotesis de una etiologia genéti-
ca en la infertilidad de estos pacientes!®. Ya que los
varones con OAT severa son los candidatos mas fre-
cuentes para ICSI, el estudio de FISH de espermato-
zoides parecerfa indicado como una prueba mas de
rutina con la que orientar a estos pacientes. Para po-
der conocer cudl es la casuistica real dentro de una
unidad de reproduccién primero se ha seleccionado a
los varones a los que se les solicita el estudio de
FISH, en funcién del diagndstico. En primer lugar, se
ha realizado en los varones con factor masculino seve-
ro, posteriormente en los varones cuyas parejas han
tenido mas de 3 abortos sin causa explicable después
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TABLA 1. Namero de casos y frecuencia de alteraciones
cromosémicas en funcién de las indicaciones de la hibridacién
in situ por fluorescencia (FISH)

Nimero total Numero )
de casos de'casos Porcentaje
anémalos
Factor masculino severo 26 8 30,7
Fallo de implantacién 112 24 214
Aborto de repeticiéon 20 10 50

TABLA 2. Numero de casos y frecuencia de alteraciones
cromosOmicas en funcién de las indicaciones de la hibridacién
in situ por fluorescencia (FISH): fallo de microinyeccion
espermatica (ICSI) o fallo de donacién de ovocitos

Nimero total le.'lmero .
de casos e'casos Porcentaje
anémalos
Fallo de ICSI 88 20 227
Fallo de donacién ovocitos 24 4 16,6

TABLA 3. Numero de casos y frecuencia de alteraciones
cromosOmicas en los casos diagnosticados previamente como
fallo de implantacién y aborto de repeticién que presentan
ademas factor masculino severo

Nimero total dNt’lmero .
de casos e'casos Porcentaje
anémalos
Fallo de implantacién 28 10 35,7
Aborto de repeticién 6 4 66,6

TABLA 4. Evolucién de los 42 casos con resultado de la
hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) alterado

Evolucion Niumero Nl’lmer_o de Numero
de casos gestaciones de abortos
DGP 16 7 1
ICSI 5 2 2
Embarazo espontineo 2 2 2
Semen donante 8 7 0
Abandonos 11 - -

DGP: diagnéstico genético preimplantacional; ICSI: microinyeccién esper-
matica.

del estudio pertinente y, en tercer lugar, varones que
han realizado mas de 3 ciclos de ICSI o donacién de
ovocitos sin gestacion. De esta forma, se han estudia-
do un total de 158 varones. La incidencia de varones
con FISH alterado que se encontré fue del 30,7%, ci-
fra que ya de por si justifica el estudio. Si ademas del
factor masculino severo nos encontramos con que
han realizado varios ciclos de ICSI sin conseguir ges-
tacion, el porcentaje se eleva al 35,7% de los varones
con una frecuencia de aneuploidias mayor de la esti-
mada como normal.
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Respecto a la contribucién espermatica al aborto de
repeticion sin causa explicable, es obvio que depende
de la frecuencia y caracteristicas cromosémicas ané-
malas de los espermatozoides producidos. A pesar del
bajo nimero de casos en nuestro estudio se ha encon-
trado que esta contribucién es del 50%, aumentando
al 66,6% si ademas hay un factor masculino severo.

Por otra parte, en nuestro estudio el resultado de
ICSI se analizé retrospectivamente en 340 ciclos
de parejas que no quedaron gestantes, cuya constitu-
cién cromosémica se analizd posteriormente por
FISH. Se comprueba que no hay diferencias en las ta-
sas de fecundacién, porcentaje de embriones dividi-
dos y calidad de éstos entre varones con FISH normal
y alterado. Estos resultados concuerdan con los publi-
cados en un interesante trabajo en el que se analiza el
porcentaje de aneuploidias en espermatozoides utili-
zados para ICSI que consiguen gestacion en el ciclo o
no'. En este trabajo se confirma el papel potencial de
las aneuploidias espermaticas como factor predictivo
de éxito en ICSI, sin haber diferencias entre los para-
metros antes comentados (fecundacién, division y ca-
lidad embrionaria) en los 2 grupos. Sin embargo, en
este trabajo se analizaron 56 pacientes, frente a los
340 ciclos que se han incluido en nuestro estudio.

Es importante resaltar que de los 42 casos en los
que se encontr6 aumentada la frecuencia de anoma-
lfas cromosémicas, 5 parejas decidieron realizar otro
ciclo de ICSI con sus propios espermatozoides, de las
cuales 2 quedaron gestantes, pero las gestaciones fina-
lizaron en aborto espontidneo. Las Gnicas parejas que
han conseguido un embarazo evolutivo emplearon
diagnoéstico genético preimplantacional (6 de 16) o
semen de donante (7 de 8).

CONCLUSIONES

En conclusién, nuestro andlisis confirma que un ca-
riotipo normal no excluye la presencia de anomalfas
cromosomicas en pacientes incluidos en programa de
ICSI. La baja calidad de semen representa por si sola
un factor de riesgo independiente asociado con au-
mento de anomalias cromosdémicas, asi como la pre-
sencia previa de abortos de repeticién. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para determinar el riesgo y
el aumento de aneuploidias en casos de varones infér-
tiles con caracteristicas seminales normales en parejas
con fallo de implantacién.

Pensamos que el estudio de rutina de aneuploidias
en el semen de varones con estos diagnodsticos previos
puede ser de gran ayuda a la hora de valorar la posibi-
lidad de gestacién y la técnica de reproduccién asisti-
da mads adecuada.
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