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INTRODUCCION
1.1. INFERTILIDAD MASCULINA

El término “infertilidad” ha sido definido, segin el Comité Internacional de
Reproduccién Asistida (ICMART) y la Organizacién mundial de la Salud (OMS), como
la enfermedad del sistema reproductivo que determina la incapacidad de una pareja
para conseguir un embarazo después de mantener relaciones sexuales regulares no

protegidas durante un afio o mas ( Zegers-Hochschild et al., 2009a, 2009b).

La infertilidad es un problema que afecta al 15% de las parejas en edad reproductiva (De
Kretser et al., 1997; revisado por O Brien et al,, 2010). Durante muchos afios se ha asumido
que gran parte de los problemas reproductivos se podian atribuir a la mujer, pero la
experiencia acumulada en las investigaciones de los dltimos afios ha demostrado que
entre el 30 y el 50% de los casos de infertilidad estan causados por un factor masculino
(Lipshultz and Howards, 1997; revisado por Stahl et al,, 2012), muchas veces con origen
genético (~15% de los varones infértiles).

El origen de la infertilidad masculina ha sido motivo de muchos estudios utilizando
diferentes aproximaciones. Desde el punto de vista genético se ha estudiado la incidencia
de anomalias cromosémicas en espermatozoides mediante hibridacion in situ
fluorescente (FISH). Se ha descrito en la literatura, que los varones infértiles, sobre todo
aquellos con bajo recuento espermdtico, tienen una frecuencia aumentada de
aneuploidias en sus espermatozoides, lo que conlleva un riesgo incrementado de tener

abortos y descendencia con anomalias cromosémicas (Egozcue et al.,, 2000a).

El1 58% de los varones infértiles que son oligozoospermicos o azoospermicos presentan
alteraciones cromosémicas en el cariotipo que afectan al desarrollo normal de la
espermatogénesis. El 4,2% son alteraciones de los cromosomas sexuales y el 1,5% de los
autosomas (Johnson, 1998). Estas alteraciones pueden ser anomalias numéricas o bien
anomalias estructurales. Entre las alteraciones numéricas que pueden cursar con
problemas de infertilidad destacan el sindrome de Klinefelter y el sindrome 47, XYY. En

estos casos puede verse afectada tanto la produccién y la calidad de los espermatozoides,
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como la correcta dotacién cromosémica en los mismos (Gonzalez-Merino et al., 2007;

Rodrigo et al., 2010; Garcia-Quevedo et al., 2011; Vialard et al.,, 2012).

Los varones portadores de alteraciones estructurales equilibradas (translocaciones
Robertsonianas, translocaciones reciprocas e inversiones) generalmente presentan un
fenotipo normal. Sin embargo, su gametogénesis puede resultar comprometida en un
rango variable dependiendo del tipo de alteracion estructural, pudiendo ser desde
azoospérmicos hasta normozoospérmicos. Del mismo modo, pueden producir
espermatozoides con desequilibrios cromosémicos en una proporcién muy variable, lo
que les confiere un riesgo elevado de transmitir alteraciones cromosémicas a su

descendencia (Antén et al,, 2007; Rosenbusch et al., 2010).

La contribucién de las anomalias meiéticas a la infertilidad masculina humana ha sido
reconocida desde hace tiempo. En 1959, se describi6 la asociacion entre las anomalias
numéricas de los cromosomas sexuales (p. €. 47, XXY) y el fallo para producir
espermatozoides. Posteriormente, andlisis citogenéticos de varones atendidos en clinicas
de infertilidad demostraron que las anomalias cromosémicas estructurales, eran un
importante factor a tener en cuenta en la infertilidad masculina. Especificamente, se
encontrd que las células germinales con cromosomas adicionales o con alteraciones
estructurales tenfan defectos severos en la orientacién y el movimiento durante las

primeras etapas de la meiosis, acabando frecuentemente en bloqueo meidtico y apoptosis

de la célula germinal.

Ademaés, se describieron individuos infértiles con constituciones cromosdémicas
aparentemente normales, pero con defectos en el apareamiento o la sinapsis de los
cromosomas homélogos, sugiriendo que mutaciones génicas, asi como anomalias

cromosdmicas, podrian contribuir al bloqueo en la meiosis I (Topping et al., 2006).

El complejo proceso madurativo de la espermatogénesis puede detenerse en cualquier
estadio madurativo de la linea germinal (espermatogonia, espermatocito primario,
espermatocito secundario, espermatide inmadura o espermatide madura), afectando a
todas las lineas celulares germinales, situacién que nos harfa encontrarnos con un
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bloqueo completo (azoospermia), o solo a algunas, teniendo en tal caso un bloqueo

parcial (oligozoospermia).

La presencia de microdeleciones en el brazo largo del cromosoma (Yq11) también ha sido
objeto de estudio. Genes localizados en la regién eucromatinica de Yq como el Factor
Azoospérmico (AZF) juegan un papel esencial en la regulacion de la espermatogénesis.
Se han identificado tres regiones AZF diferentes: AZFa, AZFb y AZFc, y se cuestiona la
existencia de una cuarta (AZFd) (Sadeghi-Nejad et al.,, 2007; Krausz et al.; 2014). Pequefias
deleciones en estas regiones, detectables por PCR, dan lugar a alteraciones severas de la
espermatogénesis (Martinez et al; 2000; Foresta ef al.; 2001; Liz et al.; 2008), desde sindrome
de solo células de Sertoli o la detencién de la espermatogénesis si las regiones AZFa y
AZFDb son las afectadas, y fenotipo variable desde oligozoospermia severa hasta
azoospermia, en el caso de que lo fuera la region AZFc (hasta un 60% de las
microdeleciones Y se circunscriben a esta regién). Aunque la existencia de estas
microdeleciones no tiene otros efectos aparte de la esterilidad, su trascendencia clinica
estriba en que los pacientes portadores de la microdelecion con suficientes
espermatozoides para realizar ICSI tienen una probabilidad del 100% de riesgo de
transmitir esta alteracién a sus hijos varones, ya que necesariamente heredaran el
cromosoma Y del padre. En principio, sélo causa esterilidad, sin que haya ningtin otro
tipo de repercusion (Page et al.; 1999; Cram et al.; 2000; Lee et al.; 2006). No obstante, se han
publicado algunos casos de microdeleciones asociadas a un incremento de mosaicismo
45, X/46, XY en la descendencia, lo cual sugiere que, en ocasiones, los portadores podrian
transmitir a sus hijos varones no sélo esterilidad, sino otras anomalifas cromosémicas

(Yogev et al,; 2004; Patsalis et al.; 2005; Mateu et al.; 2010).

Hay algunos grupos que postulan la importancia de los estudios en la linea germinal
para entender los mecanismos que conducen a problemas cromosémicos en la
descendencia en varones con infertilidad masculina severa y cariotipos normales. Los
estudios de meiosis en varones infértiles con cariotipo normal en sangre periférica han

detectado anomalias cromosémicas sindpticas restringidas a las células germinales en un
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17-26% de los varones infértiles con menos de 1x10° espermatozoides/ml en el eyaculado

(Vendrell et al., 1999; Egozcue et al.,, 2000b).

En casos de espermatogénesis anormal, las técnicas de inmunocitogenética aplicadas al
estudio de la linea germinal en biopsias testiculares, han proporcionado un nuevo
enfoque al estudio de la infertilidad masculina idiopética. El estudio de la meiosis a nivel
testicular podria ayudar a conocer los mecanismos de la infertilidad en
aproximadamente un 10% de todos los casos de azoospermia secretora (Topping et al,,

2007).
1.2. MEIOSIS MASCULINA: GENERALIDADES

La meiosis es un proceso de division celular por el cual las células germinales pasan a
tener una dotacién cromosémica haploide (In) a diferencia del resto de células del

organismo que poseen una dotacién cromosémica diploide (2n).

Consiste en una ronda de sintesis de ADN seguida de dos rondas de segregacion
cromosdmica y divisién celular llamadas meiosis 1 (MI) y meiosis I (MII). Ambas
comprenden profase, metafase, anafase y telofase. En la MI se produce una division
reduccional y la segregacién de los cromosomas homélogos, y en la MII se produce una

divisién ecuacional y en ella se produce la segregaciéon de las croméatidas hermanas.

La formacion de gametos masculinos y femeninos en humanos difiere
considerablemente, aunque la secuencia de acontecimientos es la misma, su cronologia es

muy distinta. (Ver Figura I-1)
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Figura I-1. Formacion de gametos masculinos (espermatogénesis) y femeninos (oogenésis). Dotacion haploide

(In); dotacion diploide (2n); una cromitida (1c); dos cromdtidas (2c).

En la meiosis masculina, la espermatogonia fetal derivada de las células germinales
primordiales, estd en los cordones testiculares, rodeada por células de Sertoli. A
diferencia de lo que ocurre con las femeninas, las células germinales masculinas no
comienzan la division meidtica hasta la pubertad y una vez iniciada no cesa,
manteniendo ademas la proliferacién mitdtica a nivel de las espermatogonias. Otra de las
diferencias entre la meiosis femenina y masculina es que en esta tltima, como resultado
final se producen 4 células haploides (espermatidas) de cada célula diploide
(espermatocito primario), mientras que en la femenina sélo una de ellas se desarrolla
dando lugar a un gameto maduro, el ovocito y los corptisculos polares degeneran
durante el desarrollo posterior. De forma general, la meiosis comienza con la Profase I,
etapa de especial importancia ya que se producen dos eventos criticos: la sinapsis, en la
que cada pareja de cromosomas homologos se encuentran y se aproximan, y la

recombinacién, proceso de intercambio de material genético entre cromosomas
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homélogos, destinado a aumentar la variabilidad genética de la descendencia. Se divide

en cuatro estadios: leptotene, zigotene, paquitene, diplotene y diacinesis.

Leptotene: los cromosomas homologos comienzan a condensarse y a aproximarse para alinearse sin llegar
a emparejarse todavia. Con ln ayuda de cohesinas (como REC8 y SMCIB) y de proteinas especificas del
complejo sinaptonémico, cada par de cromdtidas hermanas empieza a ensamblar los elementos axiales. Las
cromdtidas hermanas estin programadas genéticamente para que se produzcan roturas de la doble cadena
de ADN que proporcionan el sustrato para la posterior recombinacion. La maquinaria de reparacion por
recombinacion homologa reconoce las roturas y se co-localiza con estructuras electrodensas llamadas

nodulos de recombinacion a lo largo de los elementos axiales en formacion.

Zigotene: la condensacion de los cromosomas homologos, contintia y comienzan a emparejarse a lo largo
de toda su longitud mediante el proceso llamado sinapsis (revisado por Handel and Schimenti, 2010),
gracias a una estructura proteica dispuesta longitudinalmente a lo largo de cada bivalente, llamada
complejo sinaptonémico.

Pagquitene: los cromosomas homélogos completan la sinapsis, formando una estructura con una union
estrecha de cada par de cromosomas homologos denominada bivalente. Las roturas de doble cadena son
reparadas utilizando el ADN de la cromdtida hermana como molde, excepto en algunos puntos calientes

donde se produce entrecruzamiento o recombinacion entre los cromosormas homdlogos.

Diplotene: desaparece el complejo sinaptonémico y los componentes de cada bivalente empiezan a
separarse el uno del otro, permaneciendo los cromosomas homologos unidos tinicamente por los quiasmas

o puntos de recombinacion.

Diacinesis: los cromosomas alcanzan su mdxima condensacion. Los elementos longitudinales se disocian

Y las cohesinas que mantienen unidas las cromitidas hermanas se eliminan, excepto en los centromeros.

La meiosis I contintia con la metafase I, formdndose un huso meiético en cuyo plano

ecuatorial se alinean los cromosomas homoélogos apareados, con sus centrémeros
orientados hacia polos opuestos. En anafase I, los dos miembros de cada bivalente se
separan y se produce el fenémeno de disyuncién, en el que los centrémeros con sus dos

cromatidas hermanas se dirigen hacia polos opuestos de la célula.
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En la telofase I, cada conjunto de cromosomas homologos se encuentran agrupados en
polos opuestos de la célula, momento en el cual se produce la primera division celular. El
espermatocito primario se divide en dos espermatocitos secundarios haploides, con 23

cromosomas y cada uno con dos cromatidas hermanas (1n, 2c).

En la Meiosis 1, los espermatocitos secundarios sufren una segunda division meidtica,
similar a una mitosis, pero sin replicacién del ADN. Se divide también en cuatro fases:
profase II, metafase II, anafase II y telofase II. Asi, en la segunda divisién celular, las
cohesinas existentes entre las croméatidas hermanas son eliminadas y cada espermatocito
secundario se divide en dos espermatidas haploides, con 23 cromosomas, con una

cromatida hermana cada uno (1n, 1c).

Las espermatidas sufren una diferenciacién morfolégica a espermatozoides maduros
mediante un proceso denominado espermiogénesis, caracterizada por: a) la elevada
condensacién del ntcleo asociada a modificaciones quimicas en el ADN y en las
proteinas nucleares, produciéndose una sustitucién de histonas por protaminas; b) la
formacién del acrosoma a partir del aparato de Golgi; c) el desarrollo del flagelo a partir
de los centriolos; d) y la eliminacién de la mayor parte del citoplasma (Gil-Salom et al,,
2002). En la espermatogénesis, la citocinesis que acompatfia a ambas divisiones meidticas
es incompleta, de manera que las células hijas quedan en el interior de sincitios
comunicadas por puentes citoplasmaticos. Al final de la espermiogénesis, los
espermatozoides se liberan a la luz del tabulo seminifero y los sincitios se convierten en

cuerpos residuales.
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1.3. APAREAMIENTO Y SINAPSIS

El apareamiento entre cromosomas homélogos se inicia en el estadio de Leptotene y
consiste en el reconocimiento de homologia y el alineamiento de cada par de

cromosomas homologos.

Se desconoce el mecanismo por el que los cromosomas pueden encontrar a sus parejas
homologas. Considerando el enorme tamafio del genoma es poco probable que las
secuencias de ADN se comparen directamente sobre la totalidad del genoma en el
ntcleo como en una biisqueda de coincidencias en una base de datos. Algunos autores
proponen, que el reconocimiento de los cromosomas homoélogos podria implicar
identificadores especificos que pudieran reconocer la homologia a primera vista sin
comparar las secuencias de nucledtidos en detalle, como por ejemplo caracteristicas

estructurales especificas para cada cromosoma (Da-Qiao Ding et al.; 2010).

En cuanto al alineamiento de los cromosomas, la disposicién en bouquet es la mas
comun en todos los organismos. Los telémeros quedan anclados a un area restringida de

la envoltura nuclear, generando una disposicién polarizada de los cromosomas. (Ver

Figura I-2).

A continuacién, la sinapsis se inicia en el estadio de Zigotene, y consiste en la union fisica
de los cromosomas homoélogos apareados, mediante la formacién del complejo

sinaptonémico.

10
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Figura I-2. Reconocimiento y sinapsis de los cromosomas homologos en la profase meidtica. (a)
Durante la interfase pre-meidtica, los cromosomas homologos desparejados se distribuyen dentro del niicleo. (b)
los identificadores cromosdmicos putativos (/%) se forman a lo largo de cada cromosoma al inicio de la profase
meidtica. (c-d) Después del alineamiento de los cromosomas por la disposicion en bougquet, los identificadores
cromosmicos putativos reconocen su pareja homologa. (e) las parejas de cromosomas homologos estin en
sinapsis al final de In profase (A partir de Da-Qiao Ding et al.; 2010).

El complejo sinaptonémico (CS) es el entramado proteico que va a mantener a los
cromosomas homélogos en sinapsis, y que esta dispuesto longitudinalmente a lo largo
de cada bivalente. Es una estructura estrictamente meiética, que fue descrita por primera
vez en 1956 por Moses y Fawcett. Estd compuesto por un grupo triple de bandas en
paralelo: los elermentos laterales - adherido cada uno a un cromosoma homélogo - y un
elemento axial central unido por filamentos transversales. Los elementos laterales estan
dispuestos en paralelo y de forma equidistante al elemento axial. Los filamentos
transversales estdn localizados entre los elementos laterales y el elemento axial de forma

perpendicular.

Ademéas de mantener a los cromosomas homoélogos en sinapsis, el CS proporciona una
localizacién favorable para anclar la maquinaria proteica de la recombinacién. Se
observan dos tipos diferentes de estructuras densas en la region central llamadas
nédulos. Aquellos que se observan en zigotene son los nédulos tempranos, que son
generalmente pequefios y de forma irregular, mientras que los nédulos presentes en

paquitene, denominados, nédulos de recombinacién o nédulos tardios, son mas largos y
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a menudo estan localizados en la parte superior de la regién central del CS (Zickler and
Kleckner, 1999). (Ver Figura I-3).

Se han identificado tres componentes proteicos del complejo sinaptonémico: SYCP1
(Synaptonemal Complex Protein 1), SYCP2 y SYCP3. SYCP1 es el componente
mayoritario de los elementos transversales, mientras que SYCP2 y SYCP3 forman los

elementos axiales y los laterales (Revisado por Handel Schimenti, 2010).

NODULO TARDIO DE
RECOMBINACION
MLH1

NODULO TEMPRANO DE ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
RECOMBINACION H ‘ ‘ ‘

f

BUCLES DE CROMATINA

ELEMENTOS
IS raneveneaces
SYCP3

ELEMENTOS
LATERALES/ AXIALES
SYCP1

Figura I-3: Esquema de la disposicion y los componentes del Complejo Sinaptonémico (A partir de capitulo
“The Genetics of Male Infertility” en el libro The Immunocytogenetics of Human Male Meiosis).

Estas estructuras se han visualizado utilizando anticuerpos monoclonales. De estos, los
anticuerpos monocolonales frente a SYCP3 son los mas utilizados en estudios
inmunocitogenéticos porque se localiza en los primeros componentes que se forman del
complejo sinaptonémico (elementos axiales) y por tanto, se puede utilizar para
monitorizar el ensamblaje y desensamblaje del CS durante la profase I de la meiosis. De
hecho, la distribuciéon de SYCP3 varfa enormemente a lo largo de la profase I: en
Leptotene SYCP3 aparece como pequefios fragmentos lineales, en Zigotene los
elementos axiales empiezan a elongarse y a comenzar la sinapsis, en Paquitene la sinapsis

es completa, observandose 22 estructuras (1 por cada bivalente) y una vesicula sexual
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(bivalente XY), y por tltimo en Diplotene, cada par de crométidas hermanas empieza a
separarse, visualizandose como horquillas en el CS. (Ver Figura I-5).

© RDC ADN (4] i I F u axiales ) Centromeros &= Cohesinas

m@% 2y, : _ %ﬂ "‘VD“

sy 8 2]
I AW
T =
( J { J 1 J 1 J
REPLICACION DEL ADN LEPTOTENE ZIGOTENE PAQUITENE DIPLOTENE DIACINESIS DIVISION MI DIVISION MII
ESPERMATIDA
(1nlc)
ESPERMATOCITO
—_—
SECUNDARIO a—
(1n2¢) /
ESPERMATOGONIA ESPERMATOCITO PRIMARIO —_—
e - -
—_—
E S —
== e
E o e
C—

N

Figura I-4: Esquema del complejo sinaptonémico en las distintas etapas de la profase I (A partir de Burgoyne et
al.; 2009).

La distribucién del SYCP3 en las células meiéticas nos permite detectar problemas en la
sindpsis, especialmente en el estadio de Paquitene de la Profase I, donde se completa el
proceso de sinapsis.

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales, se ha observado que la iniciacién sindptica
se produce en regiones subteloméricas y no en teloméricas como se pensaba en un
principio. Ademas, se ha descrito que los centrémeros evitan la propagacion de la
sinapsis desde el brazo q al brazo p y viceversa (Brown et al.,, 2005) y se han evidenciado
diferentes patrones de alteraciones sindpticas (Sun et al., 2005, 2007).
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Los trabajos de secuenciacion génica, que se han realizado en varones infértiles, han
permitido identificar mutaciones para algunas de las proteinas implicadas en la meiosis,

entre ellas, para SYCP3 (Sanderson et al., 2008).

Se ha descrito que los ratones macho homozigotos con la mutacion nula para el gen
SYCP3 (SYCP3-/SYCP3) son estériles, como resultado de una muerte celular masiva por
apoptosis en los testiculos durante la profase 1. En estos ratones SYCP3 deficientes, los
elementos axiales 6 laterales no se generan y por tanto no se forma el CS. Los
cromosomas de los espermatocitos de ratones mutantes no entran en sinapsis y se
detiene la meiosis. Por el contrario, los mutantes heterocigotos son fértiles (Miyamoto et
al., 2003). Las hembras SYCP3 deficientes son fértiles y producen descendencia sana
aunque ha descrito un incremento de muerte intaruterina por la generacién de ovocitos

con aneuploidias por una segregacién cromosdmica defectuosa.

La presencia de mutaciones en el gen SYCP3 en mujeres con aborto de repeticion, se ha
asociado con incremento de aneuploidias en los embriones de estas pacientes. Se ha
sugerido que estas mutaciones darfan lugar a un complejo sinaptonémico aberrante,
resultando en una segregacion cromosdémica anémala y por tanto generando
aneuploidias y aborto de repeticién (Bolor et al, 2009). También se ha sugerido una
relacién entre el polimorfismos T657C de SYCP3, y un mayor riesgo de aborto recurrente
en la poblacion (Sazegari et al., 2014).
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14. RECOMBINACION MEIOTICA

La recombinacién meiética entre cromosomas homoélogos es esencial para que se
produzca una correcta segregacién de los cromosomas durante la meiosis. Se inicia en el

estadio de Zigotene pero no se visualiza hasta el estadio de Paquitene.

En leptotene se inicia la formaciéon de las dobles roturas de cadena (Double Strand
Breaks, DSB). Alrededor de los DSB aparecen complejos proteicos que continen la
maquindria necesaria para modificar los extremos de ADN generados, preparandolos
para la invasién de una cromatida homoéloga. En Zigotene, se inicia la reparacién de los
DSB mediante la recombinacién homéloga. Esto comporta la formacion de dobles
uniones tipo Holliday entre cromosomas homoélogos (double Holliday junction)
(Svetlanov and Cohen, 2004). En la mayoria de los casos, no se producira intercambio de
material genético, hecho conocido como fendmenos de conversién génica (non-
crossover, NCO), mientras que una minoria generardn puntos de entrecruzamiento
(crossover, CO) (Baudat and de Massy, 2007). Los quiasmas, que son las estructuras
fisicas que corresponden a los puntos de entrecruzamiento, mantienen unidos a los
cromosomas homoélogos hasta la anafase I. La distribucién de estos puntos no se produce
al azar, hay regiones genémicas que presentan una elevada frecuencia de recombinacién
y son conocidas como “puntos calientes” y otras, que raramente presentan eventos de
recombinacién, llamadas “puntos frios”. Los centrémeros parecen ser puntos frios,
mientras que las regiones subteloméricas se consideran puntos calientes. Diversos
estudios en humanos describen que tiene que producirse un punto de recombinacién en
cada brazo del cromosoma, excepto en los brazos p de los cromosomas acrocéntricos,
donde los entrecruzamientos se producen rara vez. Ademas, la presencia de un
entrecruzamiento inhibe la formacién de otro en una regién cercana, fenémeno conocido

como interferencia (Brown et al.,, 2005; revisado por Lynn et al.,, 2004; Sun et al., 2004a).

Se especula con la causa que determina la aparicién de un punto de recombinacién en un

sitio en particular. Puede ser debido a una secuencia especifica de ADN, a un set de
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proteinas en concreto o quizé a la combinacién de ambos factores (revisado por Lynn et

al,, 2004).

Para el estudio de la recombinacién meidtica se pueden utilizar anticuerpos frente a
MutL protein homolog 1 (MLH1), proteina reparadora de ADN, que se co-localiza con
los puntos de recombinacién. Aplicando este método, diferentes grupos han descrito una
variacion en la frecuencia de MLH] inter-individual (Lynn et al.,, 2002; Hassold et al., 2004;
Sun et al., 2005, 2006).

También se ha descrito que las tasas de recombinacion varian significativamente entre
sexos y que tienen un fuerte componente hereditario (Reynolds et al.; 2013; Gruhn ef al.;
2013).

1.5. ESTUDIO DE ANOMALIAS MEIOTICAS EN VARONES INFERTILES

Entre el 2-17% de los varones infértiles que tienen cariotipo normal en sangre periférica
presentan anomalias meidticas que pueden dar como resultado alteraciones

cromosdmicas restringidas a la linea germinal (Vendrell ef al.,, 1999; Egozcue et al., 2000b).

Los errores meiéticos ligados a los procesos de sinapsis, recombinacién y reparacion del
ADN, interfieren en el proceso normal de la meiosis pudiendo dar lugar a una
segregacion anémala de los cromosomas homoélogos (meiosis I) ¢ las cromatidas
hermanas (meiosis II) y generar espermatozoides portadores de alteraciones

cromosdmicas numéricas (aneuploides o diploides).

La anomalia mei6tica mas frecuente es la detenciéon madurativa de la espermatogénesis.
Se produce cuando la espermatogénesis se detiene en alguno de los estadios de
maduraciéon de la linea germinal (espermatogonia, espermatocito primario,
espermatocito secundario 6 espermétida). Se debe principalmente, al hecho de que
existen puntos de control (“checkpoints”) a lo largo de la meiosis que regulan el proceso
intentando eliminar las células germinales defectuosas para asegurar la formacién de

espermatozoides con la dotaciéon cromosémica correcta. Como ya se ha mencionado, el
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bloqueo puede ser parcial, afectando s6lo a algunas de las lineas celulares germinales,
cursando clinicamente con una oligozoospermia, o bien, un bloqueo completo afectando

a todas las lineas celulares germinales, cursando clinicamente con una azoospermia.

En el 74% de los casos, los bloqueos mei6ticos estdn causados por defectos sindpticos,
que hacen que disminuya el ntimero de entrecruzamientos (quiasmas) entre
cromosomas homoélogos en la profase 1. Los entrecruzamientos son necesarios para
mantener la estabilidad de los bivalentes y su alineacién en el plano ecuatorial del huso
meiético (revisado en Hassold and Hunt, 2001). Esto puede inducir a una segregacion
incorrecta en MI por una separacién precoz de los cromosomas homoélogos dando como
resultado espermatocitos secundarios con dotacién cromosémica alterada (revisado por

Egozcue et al., 2005).

Se distinguen dos tipos de defectos sinapticos: la asinapsis, y la desinapsis. La asinapsis, 6
error total de sinapsis, es un fenémeno poco frecuente que consiste en la ausencia total de
apareamiento ¢ un apareamiento muy incompleto de los cromosomas homélogos en
profase 1. La desinapsis, 6 error parcial de sinapsis, es méas frecuente, y consiste en un
apareamiento alterado de los cromosomas homologos en profase 1. Los errores de
sinapsis pueden afectar a un tinico bivalente, a varios, 6 a la mayoria de ellos, y se pueden
producir en todas las células meidticas en division o coexistir con lineas celulares
normales (Egozcue et al., 2005). Si existen regiones cromosémicas con errores de sinapsis,
la maquinaria de reparaciéon de las roturas de doble cadena en el ADN por
recombinacién homoéloga no puede tener acceso al cromosoma homologo y no actta,
produciéndose una entrada prematura a metafase I y anafase I, dando lugar a una

separacion precoz de bivalentes.

Existe un punto de control en el estadio de paquitene (Pachytene checkpoint) que
controla los procesos de reparacién de las roturas de doble cadena de ADN vy la sinapsis
de la meiosis I, de manera que si al final de paquitenes I estos dos procesos no han

finalizado correctamente, se detiene la divisién meiética (Roeder and Bailis, 2000).
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El punto de control de la anafase I (Spindle assembly checkpoint, (SAC)) controla la
unién cinetécoro/ microttibulo e inhibe la disolucion de cohesinas entre los cromosomas
homélogos, asegurando que la division I no ocurra hasta que los bivalentes estén
correctamente alineados en el huso meiético (revisado en Handel and Schimenti, 2010;
Malmanche et al., 2006; Nicklas, 1997).

La separacion prematura de las cromatidas hermanas en la meiosis I puede dar lugar a la
segregacion de un cromosoma completo y una cromatida hermana de su homélogo a un

mismo polo del huso meidtico (Hassold and Hunt, 2001; Uroz et al., 2008).

Otros mecanismos que pueden estar implicados en la segregacion anémala de los
cromosomas durante la meiosis, son los mecanismos de no disyuncién meiética
producidos por un fallo en la resolucién de los quiasmas o puntos de recombinacién
entre los cromosomas homoélogos en anafase 1 dando lugar a una ‘verdadera’ no
disyuncién de los cromosomas homélogos en la meiosis I, donde ambos cromosomas
migrarfan juntos a un mismo polo del huso meidtico. Asi mismo, una resoluciéon
prematura de quiasmas en meiosis I, un ntimero reducido o la ausencia total de
quiasmas entre un par de cromosomas homoélogos pueden producir una no -disyunciéon
“aquiasmatica”, de manera que ambos cromosomas sin haber recombinado, migran de
forma independiente en la meiosis I pero lo hacen hacia un mismo polo del huso

meiético en lugar de hacia polos opuestos.

Los errores de la meiosis II se consideran mayoritariamente debidos a fallos en la
separacion o no disyuncion de las cromatidas hermanas (Hassold and Hunt, 2001). Se ha
postulado que en algunos cromosomas, el origen de los errores en la meiosis II deriva de
errores en la meiosis I, debido a un excesivo nimero de quiasmas y una posiciéon

inadecuada de éstos en el cromosoma (demasiado pericentromérica) (Lamb et al.,, 1996).

En un proceso de meiosis normal, el huso meiético que se forma en metafase presenta
dos polos, a partir de los cuales se originan una serie de microttibulos que capturan a los

cromosomas homologos (meiosis I) o a las cromatidas hermanas (meiosis II).
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Cada par de cromosomas homologos apareados o de cromatidas hermanas presenta dos
sitios de unién al huso meiético, los cinetdcoros, localizados en el centrémero. Los dos
cinetécoros de cada par son capturados por los microttibulos de polos opuestos, de
manera que en anafase, cada cromosoma homoélogo o croméatida hermana migra a polos

opuestos de la célula, y tras la telofase permaneceran en células hijas diferentes.

Cuando tienen lugar errores de meiosis tanto por mecanismos de no disyuncién como
por separacion precoz de crométidas hermanas, podria producirse una unién de los
cinetécoros de los cromosomas homoélogos (meiosis I) o de las cromatidas hermanas
(meiosis II) con los microtibulos de un mismo polo del huso meiético (unién monopolar)
(Nickas, 1997), lo que haria que migrasen juntos al mismo polo en lugar de a polos
opuestos. Si esto ocurriese, al final de la meiosis se obtendrfan dos gametos aneuploides,
uno con doble dotacién cromosémica o disémico procedente de la célula que adquiere el
polo del huso al que se han unido los dos cromosomas o crométidas, y otro sin dotacién
cromosdmica o nulisémico procedente de la célula que adquiere el polo del huso que no

ha sufrido unién cromosémica.

Las anomalfas sindpticas con disminucion de apareamiento y separacién precoz de
cromosomas homélogos pueden alterar la sincronfa y alineacién de los cromosomas en
la placa metaféasica del huso meidtico, dando lugar a bivalentes o univalentes erréticos en
metafase I, afectando al punto de control de la anafase 1. Si no se produce el bloqueo
mei6tico, el espermatocito primario puede progresar la meiosis sin dividirse y dar lugar a
espermatocitos secundarios diploides, que culminaran en dos gametos diploides tras la

segunda division mei6tica (Egozcue et al., 2000a; Vendrell et al.; 2005).

Estos espermatozoides pueden tener la capacidad de fecundar al ovocito generando
embriones aneuploides y triploides, dando como resultado abortos y descendencia con

recién nacidos vivos con anomalias (Eskenazi et al.; 2002; Blanco et al.; 1998).
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1.6. TECNICAS DE ESTUDIO DE LA MEIOSIS

El estudio de la meiosis masculina se puede abordar utilizando distintas aproximaciones,
bien mediante andlisis indirectos, como son los mapas de ligamiento, o estudios directos

utilizando técnicas citogenéticas e inmunocitogenéticas.

Los mapas de ligamiento, también llamados mapas mei6ticos, consisten en el estudio del
genotipo en familias examinando la herencia de pequefias secuencias repetidas en
tandem, polimorfismos, para detectar todos los eventos de recombinacién por meiosis.
Este tipo de estudios tienen una alta resolucion, pero una de las desventajas es que se
necesita estudiar al menos tres generaciones y que solo se puede observar la mitad de los
eventos de recombinacién, ya que s6lo dos de las cuatro cromatidas estan implicadas en

el proceso de intercambio (revisado por Lynn et al.,, 2004).

Los estudios meidticos directos se basan en el analisis de las tres fases més representativas

del proceso de meiosis: Profase I, Metafase I y Metafase I1.

- Profase 1. Su valoracién permite determinar la presencia o no de anomalfas de

apareamiento de los autosomas (sinapsis) y del par de cromosomas sexuales (XY).

- Metafase I. Su andlisis permite valorar las anomalfas sindpticas, que se ponen de
manifiesto por una baja frecuencia de quiasmas entre bivalentes, la presencia de

univalentes y otras alteraciones del patrén esperado.

- Metafase II. Es una fase de corta duracién y, por lo tanto, su ntimero suele ser escaso.
Aunque su valoracién es compleja, permite determinar la presencia de asinapsis y

aneuploidias.

En varones, se produce un espectro muy variado de células al mismo tiempo durante la
espermatogénesis, por lo que del material obtenido de una biopsia de testiculo se pueden

analizar la profase I, metafase [ y metafase II.
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Técnicas utilizadas:

El estudio de la meiosis clasico, se basa en el estudio de células meidticas obtenidas tras
biopsia testicular. Incluye el estudio de los cromosomas meiéticos a nivel de paquitene,
metafase 1 y metafase II. Para todo ello se utiliza el microscopio 6ptico y la tincién de
Leishman (20%) segtin el protocolo de Evans. Este tipo de estudio permite detectar
alteraciones a nivel de meiosis I y meiosis II, pero si se detecta alguna anomalia, no puede
identificar a qué cromosoma corresponde, solamente informa del grupo cromosémico al
que puede pertenecer por el tamario. Ademas, se centra en el estudio de espermatocitos
primarios y secundarios, pero no permite estudiar el producto final de la meiosis, el

espermatozoide.

La técnica de M-FISH o Multiplex-FISH combina los estudios de meiosis clasicos con la
hibridacién in situ fluorescente (FISH, del Inglés, Fluorescence in situ hibridization).
Utiliza 24 librerias de ADN, cada una de ellas marcada con una combinacién de
fluorocromos diferentes, lo que permite la identificacion de la totalidad de los
cromosomas meiéticos en metafase 1I, y la identificacion individual de los bivalentes en
metafase I y paquitene (Sarrate ef al, 2004). Hay que destacar su elevado coste y
laboriosidad, lo que no permite que se pueda aplicar clinicamente de forma rutinaria. Sin
embargo, a nivel de investigacién, aplicada a los estudios en varones infértiles puede
ayudar a identificar si en esta patologia hay algiin cromosoma en concreto que pueda
verse mas afectado, por lo que se podria realizar un estudio cromos6mico mas dirigido
con posterioridad, a nivel de espermatozoide maduro en eyaculado o a nivel

embrionario.

La técnica de CenM-FISH 6 FISH multicolor (centromere-specific multicolour FISH
technique). Combina, bien los estudios clésicos 6 las técnicas inmunocitogenéticas, con la
FISH. Esta técnica permite identificar todos los centrémeros utilizando sondas de ADN
centroméricas alpha- satélite marcadas con diferentes fluorocromos. (Oliver-Bonet ef al,

2003).
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Los avances en inmunocitogenética se han aplicado también al estudio de la meiosis.
Esta técnica se basa en la utilizacién de anticuerpos que detectan protefnas que forman
parte del CS y protefnas implicadas en la recombinacién. Permiten el estudio de la
progresion meiética, defectos en la sinapsis entre cromosomas homologos y estudios de
la tasa de recombinacién meiética. La mayor parte de los estudios utilizan las proteinas

SYCP3, CRESTy MLHI.

A continuacién en la tabla I-1 se muestra una relacién de protefnas implicadas en la

meiosis.
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Formacion de roturas de doble cadena de
ADN.

Complejo  cohesinas.  Cohesién  de
cromatidas hermanas.
Complejo  cohesinas.  Cohesién  de

cromatidas hermanas especifica de
meiosis.

Complejo  cohesinas.  Cohesién  de
croméatidas hermanas.
Complejo  cohesinas.  Cohesion  de
crométidas hermanas.

Complejo cohesinas. Cohesién de
cromaétidas hermanas especifica de
meiosis.

Cohesion de crométidas
hermanas Especifica de meiosis.

Complejo Condensina. Condensacién de
los cromosomas.
Complejo Condensina. Condensacién de
los cromosomas.

En ratones nulos: apoptosis de
espermatocitos antes de paquietene y
apoptosis de ovocitos en estadio de
diplotene.

Ninguna.
Machos y hembras de ratones nulos viables
pero estériles con bloqueo meibtico en
paquitene en machos y en metafase II en
hembras.
La reduccién de su actividad en pez cebra y

raton conduce a un aumento de
aneuploidias, inestabilidad gendmica.

Asociado a la activacién del punto de
control de ensamblaje del h.uso mitético

Ratones knockout: conduce a la sinapsis de
crométidas hermanas y pérdida de focos
de MLHI.

En hembras de raton Stag3 deficientes se
observa disgenesia ovarica, en machos
Stag /- ausencia de espermatozoides y
talla reducida de los testiculos.

Knockdown en C.elegans: origina uniones
de cromnosomas en anafase en mitosis.
Knockdown en C.elegans: origina uniones
de cromnosomas en anafase en mitosis.

23

Tabla I-1: Proteinas implicadas en la meiosis. A partir de Sanderson et al.; 2008 y Llano et al.; 2014.

Se han identificado 2 pacientes con azoospermia
obstructiva con mutaciones de cambio de
sentido en exones 1y 9y 165NPs en regiones
intrénicas de este gen.

Mutaciones asociadas al sindrome de Cornelia
de Lange.

Ninguno.

Ninguno.

Ninguno.

Ninguno.

Fallo ovérico precoz en mujeres con la mutaciéon
del gen en homozigosis.

Ninguno.

Ninguno.
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Elementos laterales del CS necesarios para
la sinapsis de los cromosomas homélogos.

Elementos laterales del CS necesarios para
la sinapsis de los cromosomas homdélogos.

Elementos centrales del CS necesarios para
la sinapsis de los cromosomas homoélogos.

Estabilidad genémica. Fase de invasién en
larecombinacién entre homologos.

Especifica de meiosis. Fase de invasién enla
recombinacion entre homoélogos.

Implicada en bisqueda de homologia en
lafase de invasion . Estabiliza filamento de
cadena simple de Rad51.

MutS Homolog. Se une alo largo con MSH5
para duplicar Holliday Junctions . Expresado

exclusivamente en células meioticas.

MutS Homolog. Se une a lo largo con MSH4
para duplicar Holliday Junctions.

Mutl. Homolog. Colocaliza, junto con
MLH]I, con los puntos de recombinacion
después de MSH4/MSHb5.

Mutl. Homolog. Colocaliza, junto con
MLH3, con los puntos de
entrecruzamiento.

En ratones knockout, en macho: bloqueo
meibtico en zigotene, en ovocitos: mayor
tasa de aneuploidias.

En ratones knockout: bloqueo meiético
en zigotene en machos. Hembras
subfértiles comparadas con el genotipo
salvaje.

En ratones knockout: infertilidad en
hembras y machos. Persistencia de doble
rotura de cadena (DRC) e incapacidad
paracompletar sinapsis.

En ratones knockout causa muerte
embrionaria temprana.

En ratones knockout: bloqueo meiético y
apoptosis en zigotene/paquitene en
machos y durante paquitene en hembras

En ratones: reduccion de la
recombinacién pero fértiles.

En ratones knockout: pérdida de
recombinaci6n e infertilidad en machos y
hembras.

En ratones knockout: conlleva formaciés
aberrante del CS e infertilidad en machos
y hembras.

En ratones knockout machos: pérdida de
quiasmas durante paquitene y son
estériles. En hembras, fallo completo de
meiosis I y son estériles.

En ratones knockout produce bloqueo
meidtico. El desarrollo de los ovocitos
falla después de la meiosis I.
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Deleciones en 1 par de bases-—>proteina
truncada C-terminal. Se observé ausencia de
expresién de SCP3 en el 43% de los varones con

azoospermia.

Ninguno.

Ninguno.

Ninguno.
Ninguno.

Mutaciones y splicing aberrante asociado con
Vvarios canceres primarios.

Ninguno.

Expresién de una variante en carcinomas de
mamay de pulmén.

Mutaciones asocidas a Sindrome de Lynch o
cancer colonorrectal hereditario no asociado a

poliposis.
Mutaciones asocidas a Sindrome de Lynch o
cancer colonorrectal hereditario no asociado a
poliposis.



INTRODUCCION
1.7. ESTUDIO DE ANEUPLOIDIAS EN ESPERMATOZOIDES

El uso de la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) ha mejorado
significativamente el prondstico de embarazo en parejas infértiles con oligozoospermia
severa (Palermo ef al,, 1992"; Van Steirteghem et al., 1993) y con azoospermia. En este
dltimo caso utilizando espermatozoides obtenidos mediante aspiracién de epididimo
(Tournaye et al.,, 1994) o bien mediante biopsia testicular (Devroey et al.,, 1995; Gil-Salom et
al., 1995, 1996, 2000). El uso del ICSI supone un salto de las barreras naturales a la hora de
seleccionar espermatozoides. El diagnéstico prenatal en estas parejas muestra un
incremento significativo de anomalias cromosémicas “de novo” para los cromosomas
sexuales que tienen que ver mas con la calidad espermatica, que con la técnica en si
(Bonduelle ef al., 2002; Van Steirtegem et al.,, 2002; Mesvhede et al., 1998; Van Opstal et al,,
1997). Este hecho pone de manifiesto la importancia de la evaluacién genética de los

varones candidatos a ICSL

Los primeros estudios cromosémicos en espermatozoides se desarrollaron en 1970, con
la tincién diferencial de regiones concretas de los cromosomas (Barlow and Vosa., 1970;
Pearson and Bobrow., 1970). Estos trabajos reportaban un 1,4% de espermatozoides con
aneuploidias para los cromosomas sexuales. Otros autores publicaron una frecuencia de
aneuploidias individual del 2% y global del 38% (Pawlowitzki and Pearson., 1972). Sin
embargo, mas tarde, se demostrd que este método no era especifico y sobrediagnosticaba

aneuploidias.

En la década de los 1990 se desarrollaron los primeros estudios mediante FISH
ofreciendo en humanos un método de detecciéon de aneuploidias en espermatozoides
rapido y fécil (revisado por Martin, 2008). La principal ventaja de esta técnica es que se
pueden analizar un ntmero elevado de espermatozoides en una misma muestra
(revisado por Carrell, 2008). La desventaja que presenta, es que no se pueden analizar
todos los cromosomas a la vez en un mismo espermatozoide debido al tamafio de la
cabeza de éste, ya que se solaparfan las sefiales y serfa imposible evaluarlas

correctamente. Por eso, el FISH generalmente analiza 5 cromosomas: 13,18, 21, X e Y, por
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ser estos los implicados en gestaciones que potencialmente dan lugar a recién nacidos
vivos con sindromes (Sindrome de Patau, Sindrome de Edwards, Sindrome de Down,

Sindrome de Turner, Sindrome de Klinefelter y Sindromes de 47,XXX 6 47,XYY).

Los estudios de FISH de espermatozoides revelan un incremento significativo de la
incidencia de anomalfas cromosémicas en varones infértiles, principalmente para los
cromosomas sexuales y especialmente, en pacientes con oligoastenoteratozoospermia
(OAT) (Moosani et al., 1995; Bernardini ef al., 1998, 2000; Aran et al., 1999; Colombero et al,,
1999; Pang et al., 1999; Pfeffer et al, 1999; Nishikawa et al.,, 2000; Ushijima ef al., 2000;
Vegetti et al.,, 2000; Calogero et al., 2001; Rubio et al., 2001; Martin et al,, 2003 a,b).

Se ha observado que el mayor incremento en las tasas de aneuploidias es en varones con
una concentracién < 1x10¢ espermatozoides/ml (oligozoospermia severa), entre los que
un 314% de ellos presentan un FISH de espermatozoides alterado (Rubio ef al., 2001;
Tesis doctoral Lorena Rodrigo, 2013).

Hay estudios que sefalan la existencia de un incremento de anomalias cromosémicas en
muestras obtenidas a partir de biopsias de testiculo procedentes de pacientes con
azoospermia obstructiva y azoospermia secretora al compararlos con muestras de
espermatozoides procedentes de eyaculado de donantes fértiles normozoospérmicos
(Rodrigo et al., 2004; Bernardini ef al.; 2000; Levron et al., 2001; Burrello et al.,, 2002; Mateizel
et al.,, 2002; Palermo et al., 2002; Rodrigo et al., 2011). Siendo el incremento de aneuploidias
y diploidias mayor en el grupo de azoospermia secretora. Otros autores por el contrario
no encuentran diferencias estadisticamente significativas entre espermatozoides
procedentes de eyaculado y procedentes de testiculo (Martin et al.; 2003c; Viville et al,,
2000).
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OBJETIVOS

21. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de la presente tesis doctoral fue estudiar las diferencias en el proceso
de la meiosis entre varones de fertilidad probada y varones infértiles con azoospermia
secretora idiopatica, diferenciando dentro de este grupo aquellos que inicialmente fueron

criptozoospermicos y evolucionaron a azoospérmicos.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia media de recombinacién meiética en el grupo de estudio y el

grupo control formado por varones fértiles post-vasectomizados.

2. Analizar la frecuencia de recombinacién especifica por cromosoma en el grupo de

estudio y el grupo control.

3. Evaluar las diferencias en la progresién meidtica entre pacientes con azoospermia

secretora y el grupo control.

4. Comparar las longitudes medias de la longitud total de los complejos sinaptonémicos

en cada uno de los grupos y valorar su posible relacién con los niveles de recombinacién.
5. Establecer la incidencia de disomias y diploidias para los cromosomas analizados.

6. Correlacionar el efecto de la disminucién en la recombinacién con la incidencia de

disomias y diploidias en espermatozoides testiculares.

29






3. DISENO EXPERIMENTAL

31






DISENO EXPERIMENTAL

3.1. HIPOTESIS

Los varones con infertilidad masculina idiopatica, sobre todo aquellos con
azoospermia secretora, presentan una elevada incidencia de aneuploidias en
los espermatozoides. Este incremento de aneuploidias podria estar relacionado
con una disminucién en la recombinacién meidtica entre cromosomas
homélogos.

3.2. DISENO

Se ha realizado un estudio prospectivo de cohortes. Se realizé una seleccién
controlada de pacientes azoospérmicos que se distribuyeron en funcién de si la
azoospermia era obstructiva post-vasectomia o si era secretora. Dentro de las
azoospermias secretoras se segregé un grupo de pacientes que ocasionalmente
presentaron espermatozoides en eyaculado, y este grupo se denominé como
grupo de pacientes criptozoospérmicos.

3.3. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de tesis doctoral se ha realizado en las instalaciones del
Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI). Clinica IVI-Valencia, y en las
instalaciones de Igenomix SL.(Espana).

El comité de Proyectos de Investigaciéon Clinica y el Comité ético del IVI
aprobaron el estudio antes de ser iniciado (véase anexo I).

Fue dado de alta en la base de datos de ensayos clinicos ClinicalTrials.gov
(http:/ / clinicaltrials.gov).El ntimero de registro asignado fue NCT02339272.

El estudio ha sido parcialmente financiado por el Instituto de Pequeha y
Mediana Industria Valenciana mediante la concesion de dos becas con namero
de expediente IMIDTZ/20087106 y IMDTG/2008/25, y por el Ministerio de
Sanidad con una beca FIS con n° de expediente: PS09/01725.
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4.1. MUESTRAS ANALIZADAS

En el presente estudio se utilizé tejido testicular procedente de biopsias realizadas a
pacientes infértiles para la obtencién y congelacion de espermatozoides previos a un ciclo

de inyeccion intracitoplasmética (ICSI).

La biopsia de testiculo se llevé a cabo realizando una incisién en el escroto, desde donde
se disecan una a una las capas del testiculo hasta llegar a la albuginea, en la que se
practica un corte con un bisturf para tomar una pieza de tejido del tamafio de una lenteja,

que se deposita en un placa Petri con medio de cultivo para espermatozoides.

Tras el aislamiento y congelacién de los espermatozoides obtenidos, el resto de tejido
testicular, que en condiciones normales se desecha, se utiliz6 por un lado para obtener las
células meidticas, y por otro lado, para recuperar espermatozoides testiculares
remanentes en la suspensién celular. Todo ello con previo consentimiento informado de

los pacientes (ver Anexo Iy II).

4.1.1. Grupo control: varones con azoospermia obstructiva post- vasectomia (AO)

Se incluyeron en este grupo un total de 10 varones con edad media de 47,10 + 6,93 afios
que se sometieron a una vasectomia y tras una media de 13,60 + 6,15 afios presentaron
deseo genésico. A estos varones no se les realiz6 el cariotipo, ni estudio de
microdeleciones del cromosoma Y, ni determinaciones hormonales, ya que presentaban
fertilidad probada con una media de 2 + 0,94 hijos previos y acudieron a la clinica para
subsanar el hecho de haberse realizado una vasectomia (ver tabla M-1).

4.1.2. Grupos de estudio

4.1.2.1. Varones con azoospermia secretora de origen idiopatico (AS)

Inicialmente se obtuvo consentimiento y muestras de un total de 53 varones, en dos de
las cuales la calidad de la muestra recibida no permitié realizar ningtin tipo de estudio
(AS-6 y AS-36). En los 51 pacientes restantes la edad media fue de 35,60 + 5,49 afios,

todos ellos presentaron cariotipo normal y estudio de microdeleciones del cromosoma Y
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negativo. En todo ellos se realizaron determinaciones hormonales de hormona foliculo
estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), testosterona libre (T) y prolactina (PR)
(ver tabla M-2).

Tras el estudio de anatomia patoldgica se concluy6 que 26 de los 51 pacientes de este
grupo no tenian células meiéticas y otros dos presentaron detencién de la maduracién en
leptotene (AS-12) y zygotene (AS-16). De los 26 varones con ausencia de células
meiéticas, el examen de anatomia patolégica de 23, los clasificé como sindrome de sélo
Sertoli, que se caracteriza por tiibulos seminiferos con ausencia de epitelio germinal y
solo presencia de células de Sertoli. La anatomia patolégica de los 3 varones restantes
confirmé ausencia de linea germinal en el caso de AS40, hiperplasia de células de Leydig
en el caso de AS-11, hipoespermatogénesis asociada a descamacion de espermatocitos

primarios en el caso del paciente AS-32 e hialinizacién tubular en AS46 (ver tabla M-2).

Asi pues, del total de 51 pacientes de los que se obtuvieron muestras inicialmente, sélo se
consideraron como grupo de estudio 23 pacientes, en los cuales se pudieron completar
los estudios correspondientes en espermatocitos primarios y espermatozoides, objeto de
la presente tesis doctoral. En dos de estos pacientes (AS-20 y AS49) no se realiz6 estudio
de la anatomfa patolégica, pero se encontraron espermatocitos primarios para los
estudios inmucitogenéticos. En 19 pacientes se informé de espermatogénesis conservada
en algin drea tubular con o sin hialinizacién. Y en los dos pacientes restantes (AS-2 y AS-
52), la anatomia patoldgica mostr6 un bloqueo a nivel de espermatocito primario lo que
explica que soélo se pudieran analizar 12 y 15 células para la progresiéon meiética
respectivamente (ver tabla M-2).

4.1.2.2. Varones con criptozoospermia (Cripto)

Se incluyeron en este grupo un total de 5 varones, con una edad media de 35,2 + 2,38
afios. Estos varones, en tratamientos reproductivos anteriores habian sido diagnosticados
como criptozoospérmicos, pero en el momento del tratamiento asociado al estudio
fueron diagnosticados como varones con azoospermia secretora, por lo que también se

les realiz6 biopsia testicular con objeto de recuperar espermatozoides para su tratamiento
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reproductivo. Todos ellos con cariotipo normal y estudio de microdeleciones del
cromosoma Y negativo. En todos ellos se realizaron determinaciones hormonales de
FSH, LH, Ty PR (ver tabla M-3).

Los valores séricos hormonales de referencia en varones adultos que se utilizaron fueron:

e Hormona foliculo estimulante (FSH): 1 -8 mUI/ml
¢  Hormona luteinizante (LH): 2 - 12 mUI/ml

e  Testosterona (T): 9,5- 33,7 nmol/L

e  Prolactina (PR):2-18 ng/ml

Tabla M-1: Descriptiva grupo control (AO: Azoospermia Obstructiva post-vasectornia)

Tiempo post-vasectomia
Edad(Afios) N° hijos previos

(Anos)

AO-16

AO-19

AO-22

AO-23 47 15

AO-24 53 18

AO-25 45 20

AO-26 50 16

AO-31 40 12

AO-32 63 23

AO-34 40 6 1
IMEDIASSDS S v (| EX Yk} 13,60 + 6,15 2,00 +0,94

N B WO DD DD DN PR P DN
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Tabla M-2. Tabla descriptiva grupo de estudio: pacientes con azoospermia secretora de origen idiopdtico (AS). Los codigos de pacientes
en negrita sefialan a aquellos pacientes en los que se pudieron completar todos los estudios

125l i o . o Cariotipo b taves o Diagnostico Anatomopatologico
(afios) (mUI/ml) (mUl/ml) (nmol/L) (ng/ml) PO romosoma Y 8n P 8t

90% tabulos seminiferos solo células Sertoli,

9,4 4,1 51 - 46,XY Normal 10% descamacion de espermatocitos de 1¢
orden.
90% tubulos seminiferos solo células Sertoli,
36 2,0 0,2 27,0 47,7 46,XY Normal 10% descamacion de espermatocitos de 1¢
orden.
29 10,0 57 34 28,0 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
42 16,0 - 2,8 - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
35 26,4 11,5 4,1 13,8 46,XY Normal Sindrome de Soélo células de Sertoli.
28 23,7 8,8 19 - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
31 52,0 15,3 1,3 21,9 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli .
30 12,0 54 297 B 46, XY Normal Hipoespern}atogénesis con descamacién de
espermatocitos de 1¢'orden.
26 16,4 5,4 4,6 - 46,XY Normal Sindrome de Soélo células de Sertoli.
31 243 143 29 53 46XY Normal Hialiniz'acic’)n tubular. Hiperplasia de células
de Leydig.
34 3,0 ) 173 } 46XY Normal Hlpoespermatogenems con descamacioén de
espermatocitos de 1¢r orden.
36 44 B 35 . 16,XY Normal Hlpoespern}atogenems con descamacion de
espermatocitos de 1¢" orden.
37 30,0 7,2 5,7 - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
31 34,3 - 2240 7,3 46,XY Normal Sindrome de Soélo células de Sertoli.
36 29 70 17.3 13 46,XY Normal Hipoespern:latogénesis con descamacién de
espermatocitos de 1¢* orden.
34 8,9 6,5 2,4 21,5 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
AS-18 3239 - - - - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
- 36 23,0 58 46 ) 146,XY Normal Hipoespermatogénesis con descamacion de
espermatocitos de ler orden.

40



MATERIAL Y METODOS

LH T PR Microdeleciones

Cariotipo cromosoma Y Diagnéstico Anatomopatolégico

(mUI/ml) (nmol/L) | (ng/ml)

- 31 39,9 12,3 4,6 - 46,XY Normal No informe de anatomia patologica.
39 25,0 - 511,0 - 46,XY Normal Sindrome de S6lo células de Sertoli.
Sindrome de So6lo células de Sertoli.
46 35,2 14,1 0,9 8,9 46,XY Normal Hialinizacion tubular.
90% tabulos seminiferos solo células Sertoli,
30 28,1 4,6 4,6 6,6 46,XY Normal 10% descamacion de espermatocitos de 1¢
orden.
33 691 81 84 170 46,XY Normal Hlpoespel"matogénesw asoc1.ada a
descamacién de espermatocitos de 1°T orden
AS-25 31 40,6 6,3 - - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
| As26 38 213 - - - 46,XY Normal ~ Hialinizacion tubular.
1 70 46 375,0 19,3 16XY Normal Hlpoespel"matogénems asoc1'ada a
descamacién de espermatocitos de 1¢Forden.
Sindrome de Solo células de Sertoli. Atrofia y
A % ; B B . 46 XY Normal pseudohiperplasia de células de Leydig.
AS-29 30 13,5 3,6 3,0 - 46,XY Normal Sindrome de S6lo células de Sertoli.
- 48 22,8 9,4 2,7 - 46,XY Normal Hialinizacion tubular.
3 54 62 } B 16,XY Normal Hlpoespe?r/natogénesw asoc1'ada a
descamacién de espermatocitos de 1°* orden.
AS-32 39 31,0 74 39 - 46XY Normal Hipoespermatogenesis asociada a
descamacién de espermatocitos de 1¢* orden.
AS-33 45 30,7 8,6 5,8 - 46,XY Normal Sindrome de Sélo células de Sertoli.
- 33 70 35 32 ) 46,XY Normal Hipoplasia ligera de:' células germinales con
areas de espermatogénesis completa.
13 11,0 ) 15 ) 16,XY Normal Hlpoespv_ermatogenesm asoglada a
descamacion de espermatocitos de ler orden.
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FSH

(mUl/ml)

LH
(mUI/ml)

T
(nmol/L)

PR
(ng/ml)

Cariotipo

Microdeleciones
cromosoma Y

Diagndstico Anatomopatol6gico

»> »>
(%) (%)
Q@

42

28

38

€5

33

37

35
36

35
30
34

Bill
31

33

36

29

10,9
10,8

8,9

61,0
21,1
16,5
17,4
3,2
11
10,2
223
4,5
49
12,1

9,40

Sl
8¥3

52

6,9
5,6
Y8
25
1,7
gl
8,0
34
259
6,3

4,1

0,2

5,7

3,4
23
14,5

14

6,1

25

3,5

38

71

2,4
7,8
4,5
4,4

51

27,0

34

6,5
6,7

9,2

14,5
17,6

09

5,6
6,7

47,7

28,0

46,XY
46,XY

46XY

46,XY

46,XY
46,XY

46,XY
46,XY
46,XY
46,XY
46,XY
46,XY
46,XY
46,XY

46,XY

46,XY

46,XY
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Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal

Normal

Hipoespermatogénesis asociada a descamacién
de espermatocitos de 1¢" orden.

Sindrome de Solo células de Sertoli.

Hipoespermatogénesis asociada a descamacién
de espermatocitos de primer orden.

Ausencia completa de linea germinal
.Hialinizacién tubular. El intersticio muestra
Hiperplasia células de Leydig.

Sindrome de Solo células de Sertoli
Sindrome de Sélo células de Sertoli.
Hialinizacién tubular.

Sindrome de S6lo células de Sertoli.

Espermatogenésis completa con
desorganizacion de la linea germinal.

Hialinizacién tubular.

Hialinizacién tubular.

Sindrome de Sélo células de Sertoli.
Hipoplasia moderada de células germinales.
No informe de anatomia patolégica.

Sindrome de Sélo células de Sertoli.

90% tubulos seminiferos solo célulasSertoli
10% descamacion de espermatocitos de 1¢r
orden.

90% tubulos seminiferos solo células Sertoli,
10% descamacion de espermatocitos de 1¢
orden.

Sindrome de S6lo células de Sertoli.
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Tabla M-3: Tabla descriptiva de pacientes que inicialmente fueron criptozoospérmicos y posteriormente cursaron con azoopermia secretora

Caodigo JEC EoE o - o Cariotipo LB S e Diagnéstico Anatomopatologico
8 (afios) (mUI/ml) (mUI/ml) (nmol/L) (ng/ml) P cromosoma Y gn P 8

Hipoespermatogénesis asociada a

34 2,8 3,4 6,1 - 46,XY Normal descamacién de espermatocitos de 1
orden.
Hipoespermatogénesis asociada a

37 14,9 6,7 44 - 46, XY Normal descamacién de espermatocitos de 1¢
orden.

32 8,2 10,3 4,5 14,5 46,XY Normal No informe de anatomia patoldgica.

Hipoespermatogénesis asociada a

38 11,4 6,9 4,7 13,0 46,XY Normal descamacién de espermatocitos de
primer orden.
90% tubulos seminiferos solo células

35 16,8 5,8 5,7 11,2 46,XY Normal Sertoli, 10% espermatocitos de 1¢* orden.
Hiperplasia de células de Leydig.
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Figura M-1: Disesio del protocolo de trabajo del estudio
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4.2, INMUNOFLUORESCENCIA

La técnica de inmunofluorescencia se basa en la utilizacién de anticuerpos especificos
frente a determinadas proteinas presentes en una muestra para su visualizacién en un
microscopio de epifluorescencia. Los anticuerpos frente a la proteina de interés
(anticuerpos primarios) pueden estar directamente marcados con fluorocromos de un
determinado color, aunque la aproximacién més extendida se basa en la deteccion del
anticuerpo primario no marcado mediante la utilizacién de otros anticuerpos marcados

con fluorocromos (anticuerpos secundarios).

Para la fijacién de las figuras meidticas procedentes de muestras de tejido testicular y para
la inmunotincién de las mismas se aplicaron los protocolos que se describen a

continuacion (ver figura M-2).

421. Protocolo de fijacién de células meiéticas de testiculo

SOLUCIONES

- Solucién hiposmética: 500ul de tampon TRIS clorhidrato (600mM)(Roche, Mainnheim,
Alemania) 1ml sacarosa (500mM) (Sigma-Aldrich, Steinnheim, Alemania) , 1ml de dcido citrico
(170 mM) (Sigma-Aldrich), 100 ul de dcido etilén diamin tetracético (EDTA) (Sigma-Aldrich), 25
ul Ditiotreitol 1 M (DTT)* (Roche), 50 ul de PMSF* (del inglés, phenylmethylsulfonyl
fluoride)(100mM)(Sigma-Aldrich) ,7,3 ml de agua destilada*. Ajustar el PH a 8,2-8,4.

*afiadir como mdximo una hora antes de usar la solucion.

- Solucién de fijacion: 0,25¢ de paraformaldehido (PFA) 1% (Sigma-Aldrich), 40ml de agua
destilada, 0,5 ml NaOH (1N) (Sigma-Aldrich). Incubar a 37°C-60°C para disolverlo durante 20
minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente. Ajustar el PH a 9,2 con dcido borico (50 mM)
(Sigma-Aldrich) . Afiadir 50 ul de Triton X-100 (Sigma-Aldrich).

- Solucién de sacarosa: 200 ul de sacarosa (500 mM) (Sigma-Aldrich), 800 ul de agua destilada.

- Colocar la muestra de tejido testicular en un vidrio de reloj con 2 ml de solucién
hiposmética durante 65 minutos a temperatura ambiente, exponiendo los tabulos
seminiferos al medio hiposmético.

- Colocar el tejido en un portaobjetos y dilacerar el tejido con las pinzas en una

gota de 30 pl de la solucion de sacarosa.
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- Aspirar 10 pl de la solucién y depositarla en el extremo de un portaobjetos
(Superfrost Cole-Parmer, USA) con paraformaldehido al 1% (PFA). Extender a lo
largo y a lo ancho del portaobjetos en zig - zag hasta que desaparezca.

- Colocar el portaobjetos rapidamente en una cdmara humedad a 37°Cy dejarlo

durante 12 horas.

422. Protocolo de inmunotincién

SOLUCIONES

- Solucién de deshidratacién: 200 ul de Photoflo (Kodak, Alemania), 500 ml de agua destilada.

- Solucién de 10x ADB: 2,5 ml de Donkey Serum (Sigma-Aldrich), 12,5 ul de Triton X-100
(Sigma-Aldrich), 0,75 g de Albiimina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) , 22,5 ml de 1x
buffer fosfato salino (PBS) (Sigma-Aldrich) . Filtrar con filtros de poro de 0,45um de didmetro
(Millex HA Filters-Millipore, Irlanda). Afiadir 250 ul de Azida sodica (Sigma-Aldrich).

- Solucién de 1x ADB: 5 ml de ADB 10x, 45 ml de PBS.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

PRIMARIOS

MLH1 (proteina de reparacion del DNA MutL homolog1): Anti - MLH1 purificado procedente de
raton (BD Pharmingen, San Diego, USA).

CREST: Proteina Humana anti-centromero (Fisher, USA).

SYCP3: Antisera purificada procedente de raton (Novus Biologicals, Littleton, USA).

SECUNDARIOS

Para MLH1- FDAM (antiraton)(Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc.,Baltimore, USA).
Para CREST - ADAH (antihumano) (Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc.).
Para SYCP3- RDAR (anticonejo) (Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc.).

Dia1
- Retirar los portaobjetos de la cAmara de humedad y secar a temperatura

ambiente.

- Sumergirlos portaobjetos durante 2 minutos en la solucién de deshidratacién
(Photoflo).

- Dejar secar los portaobjetos totalmente a temperatura ambiente.

- Sumergir los portaobjetos en una solucién de 1 x ADB (del inglés, Antibody
Dilution Buffer) durante 45 minutos.
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Diluir los anticuerpos MLH1 y CREST con 1 x ADB en proporcién 175 y 1:1000
respectivamente.

Colocar 70 pl de la dilucién de los anticuerpos repartiéndolos por el portaobjetos y
cubrir con cubreobjetos de 24 x 50 mm.

Incubar un minimo de 8 horas a 37°C en una camara de humedad.

Sumergirlos portaobjetos en una solucién de 1xADB pata retirar los cubreobjetos.
Anadir 70 ul de anticuerpo SYCP3 (dilucién 1:75 en 1XADB).

Cubrir con parafilm (Sigma-Aldrich) e incubar a 37°C en una cadmara de
humedad durante 2 horas y media.

Retirar el parafilm y realizar dos lavados de 20 minutos en 1xADB en agitacion.
Anadir 70 pl de anticuerpos secundarios para MLH1 (FDAM) y para el CREST
(ADAH) en proporcion 1:75 y 1:100 respectivamente y cubrir con cubreobjetos de
24x50 mm (Marinfield, Alemania).

Incubar durante toda la noche a 37°C en una caAmara de humedad.

Retirar los cubreobjetos en una solucién de 1xADB

Anadir 70 pl de anticuerpo secundario para SCP3 (RDAR) en proporcién 1:100 y
cubrir con parafilm a modo de cubreobjetos.

Incubar en una cAmara de humedad a 37°C durante 1 hora.

Retirar los cubreobjetos de parafilm sumergiendo los portaobjetos en una solucién
de IxPBS.

Realizar dos lavados de 10 minutos en 1xPBS.

Anadir antifade (Biorad, USA) y colocar un cubreobjetos de 24x50 mm.

Eliminar el exceso de antifade.

Sellar con cola y almacenar a 4°C.
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Figura M-2: Esquema del proceso de fijacion e inmunofluorescencia de las células meidticas obtenidas a partir del
tejido testicular.
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4.2.3. Descripciéon de las variables analizadas
e Analisis de la progresion meiética

Se analizaron una media de 100 células meiéticas por paciente. Se seleccionaron las
células localizadas en el centro del campo con objetivo de 40X y se analizaron con el
objetivo 100X. Cuando se encontraron grupos de células en un campo, con limites claros
entre ellas, s6lo se capturd y analiz6 la célula localizada en el centro del campo. Las
imagenes se capturaron con el microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager Z.1
dotado de cdmara AxioCam MRm, y AxioVision como software de procesamiento de
imagen digital.

Las células mei6ticasse clasificaron segtin sus caracteristicas en los distintos estadios de la

Profase I de la meiosis: Leptotene, Zigotene, Paquitene y Diplotene.

Segtin la morfologia de la vesicula sexual (XY) durante el estadio de paquitene, se
diferencié entre paquitene temprano y paquitene tardio siguiendo los criterios de

Codina-Pascual, 2005.(Ver Figura M-3)

f‘

Figura M-3: Morfologia de la vesicula sexual de espermatocitos primarios en estadio de paquitene. Imdgenes1-2
corresponden a un espermatocito primario en estadio de paquitene temprano. Imdgenes 3-5 corresponden a un
espermatocito primario en estadio de paquitene tardio. Imagen modificada de Codina-Pascual, 2005.
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Se estim6 el porcentaje de células en cada uno de los estadios de la profase I para cada
individuo, y se comparé el grupo de estudio con el grupo control utilizando como test
estadistico Chi-cuadrado (p<0,05).

Para el analisis se utiliz6 el programa Graphpad Instat v.2.05a (Graphpad Software, San
Diego, CA, USA).

A continuacién, en la figura M4 se muestra un ejemplo de progresion meiética:

50



MATERIAL Y METODOS

Figura M-4: MLH]1.: verde (puntos recombinacion); CREST: azul (centromeros); SCP3: naranja (Complejo sinaptonémico). A: Leptotene;B:
Zigotene temprano; C: Zigotene tardio; D: Paquitene temprano; E: Paquitene tardio;F: Diplotene.
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e Medici6én de la longitud total de los complejos sinaptonémicos (CS)

El andlisis se realiz6 mediante el programa de medicién Micromeasure, disponible en la
web de la Universidad de Colorado: http:/ivww.colostate.edu/Depts/Biology/Micromeasure.

Este programa es una aplicacién que permite realizar mediciones a partir de imagenes
capturadas en el microscépio. En este estudio, se utilizé para medir la longitud total de
los CS de los espermatocitos primarios en estadio de paquitene tomando como referencia

el marcaje con SCP3 (ver figura M-5).La unidad de medida es um.

Para el analisis comparativo de las longitudes de CS entre el grupo de estudio y el grupo
control se utiliz6 el t-test (equivalencia de desviaciones tipicas) (p<0,05) mediante el

programa Graphpad Instat v.2.05a (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).

E?_.Hicml'-'leasure El=

File Image Set Chromozome Point: Help

1 I

F'n:;iect: .[N.I:It saved] | SetlD: TumatDSES bag: 2500 '[1:1.].

Figura M-5: Programa Micromeasure
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e  Analisis de la frecuencia de recombinacion

Para estimar el niimero de quiasmas en los espermatocitos primarios se utilizé como
marcador de los eventos de recombinacién entre cromosomas homélogos la tincién con

anticuerpos frente a MLHI.

Se capturaron con el microscopio de fluorescencia las imégenes de aquellas figuras
mei6ticas en estadio de paquitene, tomando las coordenadas de localizacién de cada una

deellas.

Se calcul6 la frecuencia de recombinacién media y la desviacion tipica del grupo de
estudio y del grupo control. Para la comparacién de medias entre grupos se utiliz6 el test
de t-student en aquellos casos en los que la variable analizada seguia una distribucién
normal. Cuando las variables analizadas no seguian una distribucién normal se utiliz6 el
test U-Mann Whitney (p< 0,05) mediante el software Statistical Package for Social
Sciences v17.0 (SPSS Inc.).

Se analiz6 en ambos grupos el ntimero de bivalentes que no presentaban ningtin
entrecruzamiento (E0), y los que presentaban uno(E1), dos entrecruzamientos (E2),
tres(E3), cuatro (E4), cinco (E5) y seis entrecruzamientos (E6) (ver figura M-6). Para la
comparacion de las frecuencias de estas variables entre grupos se utilizé el test t-student

(p<0,05).
Criterios de exclusion:

- Figuras meidticas en las que no se contabilizaban 22 complejos sindptonémicos.

- Figuras meidticas en estadio de paquitene en las que se contaron menos de 39
puntos de recombinacion.

- Los puntos de recombinacién en zonas donde se superponfan complejos.

- Figuras tridimensionales.

- Figuras superpuestas.

- Puntos de recombinacién distales en los que tras ellos no continuaba complejo
sinaptonémico.
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b a

Figura M-6: Immunofluorescencia de unespermatocito primario en estadio de paquitene. MLHI:
verde (puntos recombinacion); CREST: azul (centromeros); SYCP3: naranja (Complejo sinaptonémico).C: n°
de bivalentes; EO: n° de bivalentes con cero entrecruzamientos o puntos de recombinacion; E1: n° de bivalentes
con un entrecruzamiento o punto de recombinacion; E2: n° de bivalentes con dos entrecruzamientos o puntos de
recombinacior;E3: n° de bivalentes con tres entrecruzamientos o puntos de recombinacion; E4: n° de bivalentes
con cuatro entrecruzamientos o puntos de recombinacion; E5: n° de bivalentes con cinco entrecruzamientos o
puntos de recombinacion;E6: n° de bivalentes con seis entrecruzamientos o puntos de recombinacion.

Analisis correspondiente a esta figura: C: 22 bivalentesEQ: 1; E1: 1; E2:9; E3:9; E4:1; E5:0; Eé: 1

54



MATERIAL Y METODOS

4.3. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Esta técnica utiliza sondas de ADN marcadas con moléculas fluorescentes que se unen
especificamente a secuencias de 4cidos nucleicos de un cromosoma. De este modo, se
pueden enumerar las copias de un determinado cromosoma presente en el ntcleo de

una célula.

4.3.1. FISH de espermatozoides

El FISH de espermatozoides consiste en la hibridacién de cromosomas especificos en el
ndcleo de los espermatozoides en estadio de interfase, para poder determinar si
presentan o no un ndmero de copias correcto. La valoracion de las sefales de hibridacién
se realiza bajo microscopio de fluorescencia. Se evalta la incidencia de espermatozoides

haploides, diploides y disdémicos en cada una de las muestras.

4311 Protocolo de fijacién de espermatozoides testiculares

SOLUCIONES

- Solucién de fijacion “Carnoy": metanol:dcido acético en proporcion 3:1 (Merk, Alemania).

- Solucidn hipoténica: 0,05¢ de KCI (0,075 M) (Sigma-Aldrich), 10 ml de agua destilada.

- Soluciones de lavado: medio de lavado de espermatozoides, 20xSSC (Citrato sédico salino)
(Vysis, Inc. IL.USA ); 2xSSC, 2xSS5C/0,1% NP-40 (Vysis) y 0,4xSSC .

- Colocar la muestra de la biopsia en una placa Petri con 1 ml de medio de cultivo
para espermatozoides y dilacerarla con la ayuda de dos bisturis a modo de
cuchilla.

- Depositar el tejido en un tubo cénico de 10 ml y dejar sedimentar durante 10
minutos.

- Recoger el sobrenadante y depositarlo en un tubo cénico de 10 ml. Afiadir 10 ml
de solucién hipoténica, previamente atemperada a 37°C durante 30 minutos, y
mantener en estufa a 37°C durante 20 minutos.

- Centrifugar 10 minutos a 600g;.
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- Descartar el sobrenadante y proceder a la fijacion del pellet con la solucién
“Carnoy”, afiadiéndolo gota a gota lentamente y agitando con el vortex para
evitar la formacién de grumos, hasta un volumen final de 3-4 ml de solucién de
fijacion.

- Centrifugar 5 minutos a 600g. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet

con el fijador del mismo modo que antes.

- Centrifugar 5 minutos a 600g.Descartar el sobrenadante y afiadir gota a gota el
fijador hasta conseguir una diluciéon semitransparente

- Extender los espermatozoides en portaobjetos (Superfrost Cole-Parmer, USA)
previamente desengrasados, y almacenar a -20°C hasta la hibridacién (ver figura

M-7).

/ FIJACION \

1 lavado CARNOY O
[ 10 EE S
il 5’ 600g

Sobrenadante Muesm Pellet Extension

SEDIMENTACION ESTUFA 37"C

__,l/

+

medio de lavado
Solucién

hipoténica a
37°C
\ (KC10,075M) J

Figura M-7: Esquema de In metodologin de fijacion de los espermatozoides procedentes de biopsia de

testiculo.
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43.1.2. Protocolo de Hibridacion in sifu fluorescente en preparaciones con
espermatozoides testiculares

SOLUCIONES

- Solucion de descondensacion: 0,0386g de 1,4- Ditiotreitol (DTT) 5 mM (Roche, Mainnheim,
Alemania),0,302g de TRIS Base (Roche), 500ul de Triton X-100 (Roche), 50 ml de agua destilada.
PH: 7,4

- Solucion de desnaturalizacion: 28ml de Formamida 70% (Roche),4ml de 20xSSC (Vysis, Inc.
IL.USA ),agua destilada. PH: 7,3

- Soluciones_de deshidratacién: Etanol de 70%, 85%, 90% y 100% (Merk, Darmstad, Alemania)

SONDAS DE ADN MARCADAS CON MOLECULAS FLUORESCENTES
(Vysis Inc. Downers Grove, IL., USA.)

SONDAS CENTROMERICAS

oCEP X Spectrum Green (locus DXZ1)
oCEP Y Spectrum Orange (locus DYZ3)
oCEP 18 Spectrum Aqua (locus D18Z1)

SONDAS LOCUS ESPECIFICAS

oLSI 13 Spectrum Green (locus RB)
oL.SI 21 Spectrum Orange (locus D215259)

Contratincién: DAPI II (Vysis)

Es importante mencionar que el reducido tamafio de la cabeza de los espermatozoides y
la compactacién de la cromatina del nticleo por la formacién de puentes disulfuro entre
protaminas, limita el acceso de las sondas de ADN a su secuencia diana. Por ello, muchos
protocolos de FISH de espermatozoides incluyen un tratamiento previo de
descondensacién del nticleo con agentes reductores de puentes disulfuro (Wyrobek y
cols., 1990; Vidal y cols., 1993) (Ver figura M-8).

Descondensacion:
- Marcar con un lapiz de diamante un drea de 15x15 mm que recoja el centro de la gota
donde tenemos extendidos los espermatozoides en el portaobjetos.

- Realizar 1lavado de 5 minutos en 2xSSC a temperatura ambiente.
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- Deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 90%, 100%),
durante 2 minutos en cada alcohol, y dejar secar.

- Incubar las muestras durante 5-7 minutos a 37°C en una cubeta coplin con DTT
(atemperado en estufa a 37°C durante 30 minutos).

- Realizar un lavado de 5 minutos en 2xSSC a temperatura ambiente.

- Deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 90%, 100%),

durante 2 minutos en cada alcohol, y dejar secar.

Desnaturalizacion:

- Incubar las muestras durante 5 minutos a 73 + 1°C en Formamida al 70%
(atemperada en un bafio de agua a 73 + 1°C durante 30 minutos).

- Deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 85%, 100%),

durante 2 minutos en cada alcohol y dejar secar.

Hibridacion:

- Aplicar 5 pl de las sondas de ADN previamente desnaturalizada a 73 + 1°C en dos
portaobjetos, uno de ellos para los cromosomas X, Y y 18, y el otro para los
cromosomas 13,21.Cubrir con cubreobjetos de 15x15 mm (Marinfield, Alemania) y
sellar con cola.

- Incubar las muestras en una placa calefactora (Hybrite, Vysis Inc. IL.USA) a 37 °C

durante un minimo de 8 horas.

Deteccion:

- Eliminar la cola y retirar el cubreobjetos deslizdndolo suavemente.

- Lavar las muestras un minuto y medio a 73 + 1°C en 0.4xSSC (atemperado en un
bafio térmico a 73 + 1°C durante 30 minutos).

- Lavar las muestras 30 segundos en 2xS5C/NP-40, a temperatura ambiente.
Dejar secar, aplicar 5 pl de una contratincién de DAPI II (Vysis Inc.), colocar un

cubreobjetos, sellar con esmalte de ufias y mirar al microscopio de fluorescencia.
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Figura M-8: Esquema de ln metodologia de hibridacion de los espermatozoides procedentes de biopsia de
testiculo.

4.3.1.3. Interpretacion de las sefiales de hibridacién

La visualizacion de las sefiales de hibridacién se realiza con un microscopio de
fluorescencia equipado con filtros adecuados para los fluorocromos utilizados. Cada uno

de los espermatozoides analizados se evaltia comor:
Haploide normal: si presenta una sefial tinica para cada cromosoma analizado.

Disomico: si presenta dos sefales para un cromosoma concreto y una sefial tinica para el

resto de cromosomas analizados.
Diploide: si presenta dos sefiales para cada uno de los cromosomas analizados.

La ausencia de sefial para un cromosoma puede ser debida a una nulisomia o a un fallo
de hibridacién. Por la dificultad para diferenciar entre ambas posibilidades, se considera
la incidencia de nulisomias como la misma que de disomias (Egozcue y cols., 1997) y no

se contabilizan los espermatozoides con ausencia de sefial. (Ver figura M-9).
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Triple FISH FISH dual
CEP X: Xp11-q11, locus DXZ1 LSI 13: 13q14, locus RB
O CEP Y: Ypl1-q11, locus DYZ1 C LSI 21: 21q22.13-g22.2, loci D21S259,
© CEP 18: 18p11-q11, locus D18Z1 D215341, D215342
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Figura M-9: Interpretacion de las sefiales de hibridacion in situ fluorescente para los cromosomas 13,18, 21, X e
Y.

La evaluacion de los espermatozoides se realiza siguiendo los criterios estrictos descritos
por Blanco et al., 1996, con el fin de reducir el margen de error y hacer reproducible la

técnica por diferentes observadores. Estos criterios se resumen en tres:

- Evaluar espermatozoides con contorno definido y no superpuestos con otros.

- Evaluar sefiales de hibridacién localizadas claramente en el interior del nticleo.

- Encasos de disomia y diploidia ambas sefiales deben tener la misma intensidad
y estar separadas entre si por una distancia minima equivalente al didmetro de
cada senal.

- Se contabilizan sélo los espermatozoides con disomias, y se estima una
incidencia similar a la de nulisomias. No se contabilizan espermatozoides
nulisémicos por el riesgo de sobrestimar esta cifra por posibles fallos de

hibridacioén.
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Los resultados obtenidos tras el estudio de FISH de espermatozoides de nuestro grupo
control se comparan con los valores de referencia de muestras obtenidas de una
poblacion control de 10 donantes fértiles normozoospérmicos en las que se determiné el
valor basal de anomalias cromosémicas numéricas en espermatozoides de testiculo (ver
tabla M4).A nivel clinico, consideramos que un resultado de FISH es anormal cuando se
observa un incremento significativo de disomias y diploidias para los cromosomas

analizados al compararlos con los de la poblacién control.

Tabla M-4: Tabla grupo control en espermatozoides de testiculo (Rodrigo et al., 2011).

Espermatozoides < 5 }
analizados DISOMIAS AUTOSOMAS (%) DISOMIAS )
DIPLOIDIA
CROMOSOMAS TOTAL (%)
SEXUALES (%) ?
Cromosoma Cromosoma Cromosoma
2P ks 13 18 21
6.821 7.467 12 (0,16) 3(0,04) 19 (0,25) 23 (0,34) 39 (0,27)

4.3.14. Descripcion de las variables analizadas

Se analizo la incidencia de disomias y diploidias para los cromosomas 18, Xe'Y por un
lado, y para los cromosomas 13 y 21, por otro, tanto en el grupo de estudio como en el

grupo control.

Para analizar los datos del FISH de espermatozoides se utiliz6 el test Chi-cuadrado con
dos colas (con la correccién de Yates) y el test exacto de Fisher. Se consideré un valor
estadisticamente significativo con un P valor <0.05. Para el analisis se utiliz6 el programa
Graphpad Instat v.2.05a (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).

4.3.2. FISH de espermatocitos primarios en estadio de paquitene

Se realiz6 FISH secuencial, utilizando sondas dirigidas a los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16,

18, 21 y 22 sobre las extensiones de células meidticas fijadas anteriormente con

paraformaldehido al 1% y sometidas a inmunotincion marcando SYCP3MLHI y

CREST (ver figura M-10). El criterio de seleccién de los cromosomas a analizar se bas6 en
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elegir cromosomas representativos de la mayor parte de grupos cromosémicos, y de
entre ellos, aquellos cromosomas implicados en abortos y en recién nacidos
vivos(RNV)con anomalfas cromosémicas (ver figura M-11). Con el microscopio de
fluorescencia Zeiss se re-localizaron las células meidticas en estadio de paquitene y se
tomaron las imégenes de las mismas. Posteriormente, utilizando el programa Adobe
Photoshop CS se superpusieron estas imégenes sobre las tomadas anteriormente en las
que las células meiéticas en estadio de paquitene estaban marcadas con los anticuerpos,

para identificar los bivalentes de los cromosomas analizados.

Figura M-10: Espermatocito primario en estadio de paquitene hibridado secuencialmente por FISH utilizando
sondas dirigidas al cromosoma 1, cromosoma 4, cromosoma 6, cromosoma 13, cromosoma 16, cromosoma 18,
cromosoma 21 y cromosorma 22 para identificar los bivalentes de estos cromosomas.
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Figura M-11: Cariotipo humano. Se identificaron los bivalentes de los cromosomas seleccionados. Imagen
modificada pagina web Abbot Molecularhttpsy/fwww.abbottmolecular.comy/home.ht
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4.3.2.1. Protocolo de trabajo

SOLUCIONES

- Soluciones de lavado: 20xSSC (Citrato sédico salino) (Vysis) pH:5,3; 2xSSC/0.1% NP-40 (Vysis)
pH:7,0-7,5y 0.4xSSC pH:7,0-7,5.

- Soluciones_de deshidratacién: Etanol de 70%, 85% y 100% (Merck).

SONDAS DE ADN MARCADAS CON MOLECULAS FLUORESCENTES
(Vysis Inc. Downers Grove, I1., USA.)

SONDAS CENTROMERICAS

o CEP 1 Spectrum Orange (D1Z5) (1p11-q11)
o CEP 4 Spectrum Green (4p11-q11)
o CEP 6 Spectrum Aqua (D6Z1) (6p11-q11)

VYSIS MULTIVYSION PB MULTI-COLOR PROBE KIT

e[S 13 Spectrum Red (13q14)

oCEP 16 Spectrum Aqua (16q11.2 Satellite Il DNA)

oCEP 18 Spectrum Blue (18p11.1-q11.1 Alpha satellite DNA)
oL.SI 21 Spectrum Orange (21922.13-22.2)

oL.SI 22 Spectrum Gold (22q11.2)

Contratincién: DAPI II (Vysis Inc.)

Primera ronda de hibridacion:

- Realizar unlavado de 2 minutos en 2xSSC/NP-40 a temperatura ambiente.

- Deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 90%, 100%)
(Merck, Darmstadt, Alemania), durante 2 minutos en cada alcohol, y dejar secar.

- Para el andlisis simultianeo de los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22, aplicar 40 il de la
sonda preparada (2ul kit MultiVysion PB + 39 pl de Tampén de hibridacion
LSI/WCP) sobre el area de hibridacién, colocar un cubreobjetos de 50x22 mm y sellar

con cola.

- Co-desnaturalizarlas sondas y las muestras durante 5 minutos a 73 °Cy
posteriormente hibridar a 37 °C durante toda la noche en una placa calefactora

(Hybrite, Vysis Inc.).
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Deteccion:

Lavar las muestras un minuto y medio a 73 £ 1°C en 04xSSC (atemperado en un
bafio térmico a 73 = 1°C durante 30 minutos).

Lavar las muestras 30 segundos en 2xS5C/NP-40, a temperatura ambiente.

Dejar secar, aplicar 40pl de una contratinciéon de DAPI I, colocar un cubreobjetos,

sellar con cola y evaluar las sefiales de hibridacion al microscopio de fluorescencia.

Sequnda ronda de hibridacion:

Lavar las muestras 2 minutos en 2xS5C/NP-40, a temperatura ambiente.
Deshidratar las muestras en una serie creciente de alcoholes (etanol 70%, 90%, 100%)
(Merck, Darmstadt, Alemania), durante 2 minutos en cada alcohol, y dejar secar.

Para el andlisis simultdneo de los cromosomas 1, 4 y 6, aplicar 25 il de la sonda

preparada (7 Ul CEP 1 + 7 ul CEP 4+7ul CEP 6 +135 1l de tampén de hibridacion
LSI/WCP) sobre el area de hibridacién, colocar un cubreobjetos de 50x22 mm y sellar
con cola.

Co-desnaturalizar las sondas y las muestras durante 5 minutos a 73 °C y

posteriormente hibridar a 37 °C durante toda la noche.

Deteccion:

Lavar las muestras un minuto y medio a 73 £ 1°C en 04xSSC (atemperado en un
bafio térmico a 73 = 1°C durante 30 minutos).

Lavar las muestras 30 segundos en 2xS5C/NP-40, a temperatura ambiente.

Dejar secar, aplicar 40 pl de una contratincion de DAPI 11, colocar un cubreobjetos,

sellar con cola y evaluar las sefiales de hibridacién al microscopio de fluorescencia.
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4.322. Descripcion de las variables analizadas

Se identificaron los bivalentes de los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16, 18, 21 y 22 y se evalu6 la

frecuencia de recombinacién por cromosoma.

Para analizar los datos se utilizé el test de t-student en los casos en los que la desviacién

tipica era equivalente; y el test de t-Welch en los casos en los que no lo eran.

Para el analisis se utilizé el programa Graphpad Instat v.2.05a (Graphpad Software, San
Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

5.1. Analisis de la progresion meiética

Enla tabla R-1 y en la tabla R-2 se muestran respectivamente los resultados de progresion
meiética estudiada mediante inmunocitogenética de los 23 pacientes con azoospermia
secretora (grupo AS) y los 5 pacientes que inicialmente fueron diagnosticados como
criptozoospérmicos y que en el momento del estudio fueron diagnosticados como
azoospérmicos (grupo Cripto). Para su andlisis se estim6 el porcentaje de células en cada
uno de los estadios de la profase I para cada individuo, tanto en el grupo de pacientes
con azoospermia secretora (ver tabla R-1), como en el grupo de pacientes que
inicialmente habfan sido criptozoospérmicos (ver tabla R-2) y se compararon con el
grupo control (ver tabla R-3), utilizando el test estadistico Chi-cuadrado con correccién de
Yates (p <0,05).

En el grupo de pacientes con azoospermia secretora se analizaron un total de2.185
células, de las cuales un 7,5% correspondian al estadio de leptotene, un 50,1% al estadio
de zigotene, un 42,1% al estadio de paquitene y un 0,3% al estadio de diplotene. Al
compararlo con el grupo control se observo en el grupo de estudio un incremento
estadisticamente significativo en cuanto al porcentaje de células en estadio de leptotene
(7,5%vs. 11,9%; p<0,0001) y en cuanto al porcentaje de células en estadio de zigotene
(50,1%vs. 12,0%; p<0,0001),y una disminucién en el porcentaje de células en estadio de
paquitene (42,1% vs. 72,6%; p<0,0001). No se observaron diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de células en estadio de diplotene (0,3% vs. 0%) (ver figura R-1).Para
analizar si existian diferencias interindividuales se compar6 cada paciente del grupo de
estudio de azoospermias secretoras con el grupo control utilizando el test exacto de
Fisher. El andlisis revel6 que todos los pacientes mostraron diferencias significativas con
el grupo control en el porcentaje de células en alguno de los distintos estadios (ver tabla
R-1).
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En el grupo de pacientes inicialmente criptozoospérmicos se analizaron un total de 502
células, de las cuales un 5,8% correspondian al estadio de leptotene, un 38,6%al estadio
de zigotene y un 55,6% al estadio de paquitene. No se encontré ninguna célula en estadio
de diplotene. Al compararlo con el grupo control se observé un incremento
estadisticamente significativo en este grupo de estudio en cuanto al porcentaje de células
en estadio de leptotene (5,8% vs. 11,9%; p=0,0002) y en cuanto al porcentaje de células en
estadio de zigotene (36,6% vs. 12,0%; p<0,0001) y una disminucién en el porcentaje de
células en estadio de paquitene (55,6% vs. 72,6%; p<0,0001)(ver figura R-1).El analisis
individual revel6 que todos los pacientes mostraron diferencias significativas con el
grupo control en el porcentaje de células en alguno de los distintos estadios (ver tabla R-
2).
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Tabla R-1: Andlisis de la progresion meiotica en el grupo de azoospermia secretora.

Céodigo N° de células 0 0 5 5
analizadas Leptotene (%) | Zigotene (%) Paquitene (%) Diplotene (%)

AS-1 67 7 (10,4) 29 (43,3)* 30 (44,8)* 1(1,5)
AS-2 12 2(16,7) 8(66,6)* 2(16,7)* 0(0)
AS-9 100 7(7) 58 (58)* 34 (34)* 1(1)
AS-13 101 6 (6)* 82 (82)* 13 (13)* 0(0)
AS-19 100 2 () 49 (49)* 48 (48)* 1(1)
AS -20 100 6 (6) 75 (75)* 19 (19)* 0(0)
AS -23 100 4 (4 31 (31)* 65 (65) 0(0)
AS -24 100 4 () 39 (39)* 56 (56)* 1(1)
AS -26 100 9(9) 60 (60)* 31 (31)* 0(0)
AS-27 100 14 (14) 56 (56)* 30 (30)* 0(0)
AS-30 100 4 (4)* 37 (37)* 59 (59)* 0(0)
AS-31 100 2 ) 56 (56)* 42 (42)* 0(0)
AS-34 105 3(2,8)* 19 (17,9) 83 (79) 0(0)
AS-35 100 4 (4)* 44 (44)* 49 (49)* 3 3)
AS -36 100 1(1)* 54 (54)* 44 (44)* 1(1)
AS-37 100 9(9) 46 (46)* 45 (45)* 0 (0)
AS -39 100 1(1)* 32 (32)* 67 (67)* 0(0)
AS-44 100 5 (5)* 50(50)* 45 (45)* 0(0)
AS-45 100 12 (12) 53 (53)* 35 (35)* 0(0)
AS-48 100 18 (18) 52 (52)* 30 (30)* 0(0)
AS-49 100 14 (14) 47 (47)* 39 (39)* 0(0)
AS -51 100 23 (23)* 60 (60)* 17 (17)* 0(0)
AS -52 100 6 (6) 58 (58)* 36 (36)* 0 (0)
TOTAL 2185 163 (7,5)** 1.095 (50,1)** 919 (42,1)** 8 (0,3)

* Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-3).
**Diferencias significativas del total del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-3).
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Tabla R-2: Andlisis de la progresion meidtica en el grupo de Criptozoospérmicos.

Codigo N° de células 0 D 0 D
analizadas Leptotene (%) Zigotene(%) Paquitene (%) Diplotene(%)
100 3(3)*

Cripto-1 32 (32)* 65 (65) 0(0)
Cripto-2 100 12 (12) 39 (39)* 49 (49)* 0 (0)
Cripto-3 102 6(59) 29 (28,4)* 67 (65,7) 0 (0)
Cripto-4 100 0(0) 33 (33)* 67(67) 0 (0)
Cripto-5 100 8(8) 61 (61)* 31(31)* 0 (0)
TOTAL 502 29 (5,8)* 194 (38,6)** 279 (55,6 )** 0 (0)

* Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-3).
**Diferencias significativas del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-3).

Tabla R-3: Andlisis de la progresion meidtica en el grupo control.

Codigo N° de células
analizadas Leptotene (%) Zigotene(%) Paquitene (%) Diplotene (%)
100

AO-16 99) 21 (21) 70 (70) 0(0)
AO-19 100 11 (14) 12 (15) 77 (80) 0(0)
AO-22 100 9(9) 8(8) 83 (83) 0 (0)
AO-23 100 10 (10) 9(9) 81 (81) 0 (0)
AO-24 100 5 (5) 4(a) 91 (91) 0 (0)
AO-25 100 23 (23) 10 (10) 67 (67) 0 (0)
AO-26 100 18 (18) 8(8) 74 (74) 0 (0)
AO0-31 100 10 (10) 13 (13) 77 (77) 0 (0)
AO-32 100 13 (13) 23(23) 64 (64) 0 (0)
AO-34 100 11 (1) 12 (12) 77(77) 0 (0)
TOTAL 1000 119 (11,8) 120 (12,1) 761 (76,7) 0 (0)
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Leptotene Zigotene B Paquitene B Diplotene

90
80
70

% de células

Grupo AS Grupo Cripto Grupo Control

Figura R-1: Porcentaje de células en cada estadio en cada uno de los grupos y comparacion
estadistica con el grupo control (*p<0,05).

Ademas, al comparar el grupo de pacientes azoospérmicos con el grupo de pacientes
criptozoospérmicos se observé que los primeros mostraban un incremento
estadisticamente significativo en cuanto al porcentaje de células en estadio de zigotene
(50,1% wvs. 38,6%; p<0,0001) y una disminucién en el porcentaje de células en estadio de
paquitene (42,1% vs. 55,6%; p<0,0001). No se observaron diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de células en estadio de leptotene (7,5% vs. 5,8), ni de diplotene (0,3%
vs. 0%).

5.2.Medicion de la longitud total de los complejos sinaptonémicos (CS)

Se realiz6 la medicién de la longitud de los CS de los espermatocitos primarios en estadio
de paquitene. Para el analisis comparativo entre grupos se utiliz6 el test estadistico t-
Welch. El grupo control mostré una longitud de 276,67 + 19,27 pm con un rango entre
paquitenes analizadas de 201,69 - 411,32. El grupo de pacientes con azoospermia
secretora y el grupo de pacientes criptozoospérmicos mostraron una longitud de 276,14
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+ 21,65 y 274,73 + 7,58, respectivamente. Con un rango de 205,19 - 415,78 en el caso del
grupo ASy de 218,79 - 369,04 en el caso del grupo Cripto. (Ver tablas R4, R-5y R-6).

Ni el grupo de pacientes con azoospermia secretora, ni el grupo de pacientes
criptozospérmicos mostraron diferencias estadisticamente significativas al compararlos

con el grupo control.

Tabla R-4: Medicién de la longitud total de CS en el grupo control.

Codigo N° paquitenes Longitud CS (um)

muestra analizadas

AO-16 15 278,40 + 34,49 203,23 - 335,87
AO-19 15 295,04 + 35,08 247,22 - 366,04
AO-22 15 312,96 + 35,01 266,69 - 390,86
AO-23 15 301,73 £ 41,74 237,92 - 411,32
AO-24 15 259,45 + 31,97 225,93 - 334,45
AO-25 9 288,86 + 20,07 256,21 - 321,11
AO-26 15 273,96 + 27,17 236,76 - 310,44
AO-31 15 282,29 + 32,83 223,52 - 368,41
AO-32 15 276,77 + 26,27 236,25 - 325,71
AO-34 15 277,46 + 31,51 241,18 - 353,99
TOTAL 264 276,67 +19,27 232,73 - 339,69
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Tabla R-5: Medicion de la longitud total de CS en el grupo de pacientes azoospérmicos.

Codigo

muestra

AS-1
AS-2
AS-9
AS-13
AS-19
AS-20
AS-23
AS-24
AS-26
AS-27
AS-30
AS-31
AS-34
AS-35
AS-36
AS-37
AS-39
AS-44
AS-45
AS-48
AS-49
AS-51
AS-52
TOTAL

N° paquitenes
analizadas

266,05 + 21,40
290,61 £ 56,92
279,63 £ 19,35
265,99 £ 35,32
275,50 £ 29,61
269,60 £ 29,05
272,57 £ 31,86
298,95 + 30,32
243,81 £13,75
237,30 + 25,09
296,65 * 49,40
313,12 + 75,36
288,80 + 37,12
319,13 £ 25,74
286,74 £ 37,11
284,69 £ 23,99
258,88 * 26,55
249,85 + 22,55
274,35 £+ 32,90
248,11 £13,83
270,81 £11,52
301,70 £ 21,34
258,39 £10,18
276,14 + 21,65

75

Longitud CS (um)

205,19 - 301,48
250,36 - 330,86

257,95 - 295,16
233,48 - 305,69
236,24 - 349,79
232,86 - 340,11
230,53 - 317 44
259,03 -353,39
231,92 - 262,94
222,07 - 266,26
262,68 - 415,78
232,27 - 381,41
218,38 - 343,45
287,25 - 349,60
251,36 -332,58
254,05-309,39
232,22-294,66
218,29-269,82
240,30-310,90
266,07-245,02
261,02-283,51
312,84-276,24
273,46-250,98
205,19-415,78
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Tabla R-6: Medicion de la longitud total de CS en el grupo de pacientes criptozoospérmicos.

Cédigo N° paquitenes Longitud CS (um)

muestra analizadas

Cripto-1 15 268,00 + 31,73 303,27 - 218,79
Cripto-2 4 274,64 + 16,08 260,86 - 296,67
Cripto-3 15 287,47 + 29,82 251,50 - 369,04
Cripto-4 12 270,21 + 30,21 229,37 - 327,80
Cripto-5 5 273,32 + 14,98 298,01 - 259,97
TOTAL 51 274,73 £ 7,58 218,79 - 369,04

5.3. Analisis de la frecuencia de recombinacion meiética

Observamos que nuestro grupo control presentaba una media de la frecuencia de
recombinacién de 48,71 £ 1,55 con un rango entre individuos de 47,37 £2,70 a 52,90 £ 3,34
de media de recombinacién por espermatocito en estadio de paquitene. Dentro de este
grupo se observaron diferencias entre individuos (p<0,0001; test ANOVA), que no se
correlacionaron ni con la edad del varén, ni con el tiempo transcurrido desde la

vasectomia.

La media de recombinacién del grupo de pacientes con azoospermia secretora fue de
44,90 £ 2,41con un rango entre individuos de 41,50 + 2,12 a 51,58 + 4,31(ver tabla R-7).La
frecuencia de recombinacién del grupo de pacientes con azoospermia secretora fue
significativamente inferior a la del grupo control (48,7 + 1,55; p<0,0001) utilizando el test
estadistico t-Welch (ver figura R-2). Al comparar los valores de cada individuo con la
media del grupo control, utilizando la U de Mann Whitney, se observaron valores
significativamente inferiores en la media de MLH1 en 18 de los 23 pacientes: AS-1(43,00 +
1,55; p<0,0001), AS-2 (41,50 * 2,12, p=0,017),AS-13(41,80 = 1,30; p<0,0001),AS-19
(42,41 + 313; p<0,0001), AS-20(44,68 + 3,72; p<0,0001), AS-23(43,72 + 272
p<0,0001), AS-26 (4250 + 2,08;p= 0,002), AS-30 (47,20 + 3,67,p=0,024),AS-34 (4523 +
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2,50; p<0,0001), AS-35 (45,75 + 2,76; p=0,012), AS-36 (44,11 + 2,55, p<0,0001), AS-37
(44,93 +2,08; p<0,0001),AS-39 (44,39 +2,39; p<0,0001),AS-44 (43,60 +2,70; p=0,002);
ASH5 (43,75 +2,22; p=0,005), AS48 (46,00 + 391; p=0,041),AS49 (44,40 + 2,30;p=0,005) y
AS-52 (42,40 +2,07;p<0,0001).

La media de recombinacién del grupo de pacientes criptozoospérmicos fue de 47,56 +
4,63 con un rango de 4260 = 1,67a 51,00 £ 446(ver tabla R-8).No se observaron
diferencias estadisticamente significativas con el grupo control utilizando el test
estadistico t-Welch (ver figura R-2).Al comparar con la U de Mann Whitney los valores
de cada individuo con la media del grupo control, se observaron valores
significativamente inferiores en la media de MLH]I en los pacientes Cripto-1 (45,66 + 3,06;
p<0,001) y Cripto-5 (42,60 +1,67; p<0,0001).

49

48

47

46

45 *

Media MLH1

44

43

42
Grupo AS Grupo Criptos Grupo Control

Figura R-2: Media de la recombinacion meidtica en cada uno de los grupos y comparacion
estadistica con el grupo control (*p<0,05).
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Tabla R-7: Andlisis de la recombinacion meidtica en el grupo de azoospermias secretoras.

Codigo N° paquitenes
a:l:al?za o MLHI+DS EO (%) E1 (%) E2(%) E3 (%) E4(%) | E5(%) | E6(%)

AS-1 8 43,00£311%  1(057) 39(2216)  106(60,23)  27(1534)  3(1,70)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-2 2 4150£212¢  1(227) 10(2273)  27(6136)  5(1136)  1(227)  0(000) 0 (0,00)
AS-9 3 49,00£3,60 0 (0,00) 8(1212)  38(5758) 17(2576)  3(454)  0(015)  0(0,00)
AS-13 5 41,80£1,30¢ 0 (0,00) 28(2545) 69 (62,73) 9(818) 4364  1(000) 0(0,00)
AS-19 29 £241£313*  25(391)  155(2429) 328(51,41) 110(1724) 19(297)  1(0,15)  0(0,00)
AS-20 19 44,68+372¢  7(167) 95(22,72)  209(50,00) 91(21,72)  15(359) 1(0,24)  0(0,00)
AS-23 11 437242724 2(082) 56 (23,14) 133 (5496) 45(1860)  6(248)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-24 12 51584431  1(0,38) 33(1250) 134(5076)  76(2879)  14(530)  6(227)  0(0,00)
AS-26 4 4250£2,08  0(0,00) 20(2273)  56(6364)  10(11,36)  2(227)  0(0,00)  0(0,00)
AS-27 3 46334665  0(0,00) 14(2121)  35(53,08)  13(1970)  4(606)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-30 24 4720+3,67*  1(0,19) 56(16,29) 290 (5492) 120(22,73)  26(492) 4(076)  1(0,19)
AS-31 3 47664472  1(1,58) 12(1818)  32(4848)  18Q727)  2(303) 1(152  0(0,00)
AS-34 26 4523+250¢  1(017)  119(2080) 321 (56,11) 109(19,05) 22(384)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-35 8 45,754276*  1(0,56) 34(1932)  96(5455) 41(2329)  3(1L7)  1(057)  0(000)
AS-36 26 44114255  12(21)  125(21,85) 332(58,04) 100(1748)  3(052  0(0,00) 0 (0,00)
AS-37 15 4493208 0(0,00) 54 (1636)  211(6393) 60(1818)  5(151)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-39 28 44394293 2(032)  121(1964) 374(6071) 105(17,04) 14(227)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-44 5 43,60£270¢ 3 (273) 2220000  63(57,32)  19(1727)  3(273)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-45 4 437542206 1(1,14) 2225000 45(51,14)  17(932)  3(341)  0(0,00)  0(0,00)
AS-48 7 46,00£391*  0(0,00) 31(2013)  83(5389)  35(2272)  5(325  0(0,00) 0 (0,00)
AS-49 5 4440£23%  0(0,00) 25(2272)  62(5636)  19(1727)  4(363)  0(000)  0(0,00)
AS-51 4 46254263 0(0,00) 17(1932)  50(56,82)  16(1818)  5(568)  0(0,00) 0 (0,00)
AS-52 5 42,40£207¢  0(0,00) 30(27,27)  59(53,64)  19(1727)  2(1,82)  0(0,00)  0(0,00)
TOTAL 256 44,90+2,41* 59 (1,05)** 1.156 (20,52)** 3.152 (55,98) 1.081 (19,19)** 168 (2,98)** 14 (0,25)** 1 (0,02)

* Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-9).
**Diferencias significativas de la media del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-9).
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Tabla R-8: Andlisis de la recombinacién meidtica en el grupo de pacientes criptozoospérmicos.

Codigo N° paquitenes
alfal‘ilZ; - EO (%) E1 (%) E2( %) E3 (%) E4(%) | E5(%) | E6(%)

Cripto-1 15 45,66+3,06*  4(1,21)  66(20,00) 179 (5424)  63(19,09) 18 (545  0(0,00) 0 (0,00)
Cripto-2 4 4975+434  0(0,00) 15(17,05)  45(51,14)  18(2045) 10(11,36) 0(0,00) 0 (0,00)
Cripto-3 15 51,00+446  1(0,30)  38(11,52) 163 (49,39)  94(2848)  28(848) 5(1,52)  1(0,30)
Cripto-4 12 4883+262  0(0,00) 32(1212)  155(5871)  65(24,62)  12(455) 0(0,00)  0(0,00)
Cripto-5 5 42,60+1,67¢  0(0,00)  27(2454)  65(59,09)  16(1454)  2(1,81)  0(0,00)  0(0,00)
TOTAL 51 4756+4,63  5(044)** 178(1586) 607 (54,09) 256 (2281) 70(6,23) 5(0,44) 1(0,08)

* Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-9).
**Diferencias significativas de la media del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-9).
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Tabla R-9: Andlisis de la recombinacion meiética en el grupo control.

Codigo paqultenes 0 0 0 0
MLH1+DS EO (%) E1 (%) E2( %) E3 (%) E4 (%) E5 (%) E6(%0)

AO-16 4850+320  1(0,09) 153 (14,56) 592 (5594) 257 (24,40) 51 (482) 2(0,19) 0 (0,00)
AO-19 25 47,60+2,75 1(0,18) 84 (1527) 299 (54,36) 136 (2473)  26(1,09) 4(0,73) 0 (0,00)
AO-22 23 5290+334  0(0,00) 56(11,07)  252(49,80) 144 (2846)  48(949) 6(1,19) 0 (0,00)
AO-23 18 4905+326  1(025) 55(13,89) 223 (56,31) 90 (22,73)  24(606) 3(0,76) 0 (0,00)
AO-24 18 4888+4,01  0(0,00) 59 (1490) 221 (5581) 89(2247)  22(556) 4(1,01) 1(0,25)
AO-25 9 4844332  1(051) 34(1717) 100 (50,51) 55 (27,78) 7354  1(051) 0(0,00)
AO-26 18 4850+327 1(025) 71(17,93) 205 (51,77) 91(2298)  22(556) 5(1,26) 1(0,25)
AO-31 42 4790+2,98  0(0,00) 146 (1580) 478 (51,73) 244 (2640)  48(519) 8(0,86) 0 (0,00)
AO-32 33 4827+257  0(0,00) 103 (14,18)  420(57,85) 167 (23,000  31(426) 3(0,68) 0 (0,00)
AO-34 27 4737+2,70  0(0,00) 94(1582)  346(5825)  126(21,21)  25(421) 3(051) 0(0,00)
TOTAL 261 4871+155  5(0,09) 855(14,89) 3.136(54,61) 1.399 (24,36) 304 (529) 41(0,71) 2(0,03)
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En la figura R-3 se muestra la distribucién de frecuencias de los MLHI foci por célula en
cada uno de los grupos. Las gréficas, obtenidas utilizando la libreria ggplot2 (version
1.0.1) implementada en el software para andlisis estadistico de datos R (versién 3.2.0)
muestran que la frecuencia de recombinacién como variable sigue una distribucién
normal en la poblacién control En el grupo de AS se observa que la media de las
frecuencias se desplazan més hacia la izquierda que en los otros dos grupos.
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Figura R-3: Distribucién de los puntos de recombinacion por célula en 261 espermatocitos en
estadio de paquitene de los 10 pacientes control, 256 espermatocitos en estadio de paquitene de
los 23 pacientes del grupo de azoospermia secretora y 51 espermatocitos en estadio de paquitene
de los 5 pacientes del grupo de criptozoospérmicos.(R Core Team (2015). R: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. URL httpy/www.R-project.org/.H. Wickham. ggplot2: elegant graphics for data
analysis. Springer New York, 2009).


http://www.r-project.org/
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En el caso de la grafica correspondiente al grupo de pacientes con azoospermia secretora,
observamos un pequefio sesgo hacia la izquierda, debido a que uno de los criterios de
exclusion a la hora de analizar las figuras meiéticas en estadio de paquitene, como ya se
coment6 en el apartado de materiales y métodos, fue presentar menos de 39 puntos de
recombinacién. En humanos, en la caracterizacién de la distribucién de los puntos de
recombinacién, en cromosomas individuales, estd establecido que cada autosoma
presenta al menos dos puntos de recombinacién, excepto los cromosomas acrocéntricos,
que deben presentar como minimo un punto de recombinacién. Por lo que, diecisiete
cromosomas no acrocéntricos por dos puntos de recombinacién, da un total de treinta y
cuatro puntos de recombinacién, mas un punto de recombinacién por cada uno de los
cinco cromosomas acrocéntricos, da un recuento minimo total de treinta y nueve puntos
de recombinacion, el recuento minimo de puntos de recombinacién que debe presentar

una célula en estadio de paquitene.

En el andlisis de la media de recombinacién por individuo, se incluyé el anlisis
pormenorizado del porcentaje de paquitenes de cada individuo que presentaron
ausencia de entrecruzamientos y los que presentaron 1, 2, 3,4, 5 0 6 entrecruzamientos. Se
evaluo el porcentaje de bivalentes con diferente nimero de puntos de recombinacién en

los tres grupos (Ver tablas R-7, R-8 y R-9).

En la tabla R-10, se muestran los totales de las medias de recombinacién y porcentajes
con diferentes valores de entrecruzamiento en cada grupo. El andlisis estadistico mostr6
que el grupo de pacientes con azoospermia secretora presentaba un porcentaje
significativamente superior de bivalentes con 0 entrecruzamientos (1,05% vs. 0,09%;
p=<0,0001) y 1 entrecruzamiento (20,52% vs. 14,89%;p<0,0001) al compararlo con el grupo
control, y una disminucién significativa en el porcentaje de bivalentes con 3, 4 y 5
entrecruzamientos (19,19% vs. 24,36%;p<0,0001; 2,98% vs. 5,29%;p<0,0001y0,25% vs.
0,71%;p=0,0005,respectivamente).Mientras que en el grupo de pacientes

criptozoospérmicos tinicamente se observaron diferencias estadisticamente significativas
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respecto al porcentaje de bivalentes con 0 entrecruzamientos al compararlo con el grupo

control (0,44 % vs. 0,09%; p=0,0142).

Al comparar el grupo de pacientes con azoospermia secretora con el grupo de pacientes
criptozoospérmicos observamos también un incremento estadisticamente significativo
en el porcentaje de bivalentes con 0 entrecruzamientos (1,05% vs. 044%; p=0,0372) y 1
entrecruzamiento (20,52% vs. 1586%; p=0,004) y una disminucién significativa en el
porcentaje de bivalentes con 3 y 4 entrecruzamientos (19,19% vs. 22,81%; p=0,0061 y
2,98% vs. 6,23%; p<0,0001, respectivamente).
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Tabla R-10: Analisis de los valores de entrecruzamientos globales de los tres grupos.

Grupo Grupo Grupo Control

azoospermia secretora criptozoospérmicos

N° de células en estadio de paquitene analizadas 256 51 261
?ﬁ;ﬂi{ali;’)fsr)e‘“e“"ia GRS gt PG 44,90 + 2,41 47,56 + 4,63 48,71 +1,55
% de SC con 0 entrecruzamientos (E0) 1,05 ac 0,44brc 0,09 ab
% de SC con 1 entrecruzamiento (E1) 20,52 de 15,86 ¢ 14,89 d
% de SC con 2 entrecruzamientos (E2) 55,98 54,09 54,61

% de SC con 3 entrecruzamientos (E3) 19,19 f's 22,818 2436 f

% de SC con 4 entrecruzamientos (E4) 2,98 hi 6,231 529h

% de SC con 5 entrecruzamientos (E5) 0,25 0,44 0,717

% de SC con 6 entrecruzamientos (E6) 0,02 0,08 0,03

Test Chi-cuadrado con correccion de Yates.»*#1ip<0,0001; 1 p<0,001; b5 p<0,05
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54.Estudio de la frecuencia especifica de recombinacion meidtica por cromosoma.

El FISH secuencial permitié estudiar la frecuencia especifica de recombinacién meiética
identificando los bivalentes de los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16, 18, 21 y 22. Se analizaron un
total de 228 células en estadio de paquitene en el grupo control, 218 en el grupo de
pacientes con azoospermia secretora y 31 en el grupo de pacientes criptozoospérmicos.
Se utilizaron para las comparaciones entre grupos el test estadistico t-Welch y la test t-
student.

En el grupo de pacientes con azoospermia secretora se observé una media de frecuencia
de recombinacion significativamente inferior al compararla con la del grupo control para
el cromosoma 1 (3,24 + 0,73 vs. 3,66 = 0,62; p<0,0001), para el cromosoma 4 (2,42 + 0,59 vs.
2,67 £ 0,66; p= 0,0015), para el cromosoma 6 (2,19 + 0,60 vs. 2,64 *0,63; p<0,0001), para el
cromosoma 16 (1,67 + 048 vs. 1,88 £ 0,51; p<0,0001), para el cromosoma 18 (1,84 £045 vs.
2,06 +0,51; p<0,0001), para el cromosoma 21 (0,95 + 0,21 vs.1,00 + 0,15; p= 0,074) y para el
cromosoma 22 (1,03 + 0,37 vs. 1,11 £ 0,34; p= 0,0307) (ver tabla R-11).

La frecuencia de recombinacién meidtica por cromosoma no pudo ser analizada en el
caso del paciente AS-2 y el paciente AS-9, ya que tras la inmunotincion, el posterior
procesado para FISH no permiti6 obtener figuras de calidad suficiente para su

interpretacion.

El grupo de pacientes criptozoospérmicos mostré una frecuencia de recombinacion
significativamente inferior al compararla con la del grupo control tinicamente para el
cromosoma 18 (1,72 + 0,61 vs. 2,06 + 0,51; p= 0,0023) (ver tabla R-11). En este grupo de
pacientes no se analiz6 la frecuencia de recombinacién para los cromosomas 1,4 y 6
porque inicialmente la frecuencia de recombinacién en este grupo comparada con el

grupo control no fue significativamente diferente.
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Al comparar la frecuencia de recombinacién por cromosoma entre el grupo de pacientes
con azoospermia secretora y el de pacientes criptozoospérmicos tnicamente se observo
una disminucién significativaen el grupo de pacientes con azoospermia secretora en el
cromosoma 22 (1,03 + 0,37 vs. 1,22 + 042; p= 0,01), y en el cromosoma 21 (0,95 £ 0,21 vs.
1,00 + 0,10; p= 0,0382) (ver tabla R-11)
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Tabla R-11: Estudio de la frecuencia especifica de recombinacién meiética para los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16, 18, 21 y 22 en los tres grupos.

Gru G
rupo TupPo Grupo Control
azoospermia secretora Criptozoospérmicos

N° de paquitenes analizadas

MLH1£DS cromosoma 1 3,24 +0,73 2 - 3,66 + 0,622
MLH1+DS cromosoma 4 2,42 +0,59b = 2,67 £0,66°
MLH1£DS cromosoma 6 2,19 +£0,60¢ - 2,64+0,63¢
MLH1%DS cromosoma 13 1,95+ 0,51 1,96 + 0,41 2,03+0,47

MLH1+DS cromosoma 16 1,69 + 0,54 4 1,74 + 0,44 1,88 + 0,514
MLH1+DS cromosoma 18 1,84+045¢f 1,72 + 0,61f 2,06 +0,51¢
MLH1+DS cromosoma 21 0,95 + 0,218h 1,00 £0,10h 1,00+ 0,15 &
MLH1+DS cromosoma 22 1,03+0,37 1 1,22+0,42] 1,11+0,341

En el grupo de criptozoospérmiicos no se analizaron el cromosoma 1, el cromosoma 4 i el cromosoma 6.
- test: +-Weldh e<dep<0,0001;44isp<0,01; ih p<0,05.
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Tabla R-12: Estudio de la frecuencia especifica de recombinacién meidtica para los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16, 18, 21 y 22 por individuo en el grupo
de azoospermia secretora.

Codigo N° paquitenes MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS

muestra analizadas cromosoma 1 cromosoma 4 cromosoma 6 cromosoma 13 cromosoma 16 cromosoma 18 | cromosoma2l | cromosoma 22

AS-1 4 3,00 0,00 2,00+0,0 2,00+ 0,00 2,00+ 0,00 1,50 £ 0,57 1,75+0,50 0,66 + 0,57 1,00 + 0,00
AS-13 4 3,25+0,5 2,00 +0,81 1,75+ 0,50 1,75 +0,50 1,25+ 0,95 1,75 £ 0,50 1,00 + 0,00 0,75+ 0,50
AS-19 14 3,46 £0,77 2,36 +0,50 2,25+0,50 1,92 +0,61 1,41+0,51 1,70+ 0,48 0,85+ 0,36 1,15+0,55
AS-20 14 3,42 £ 0,64 2,21+0,57 2,42 +0,93 2,07 +£0,27 1,69 £ 0,48 2,00£0,0 1,0 £ 0,00 1,0 £ 0,00
AS-23 7 2,75+0,50 2,50 +0,57 2,25+0,50 1,57 £0,53 1,85+0,37 1,85+0,37 1,00 £ 0,00 0,83+ 0,40
AS-24 9 3,87+0,83 2,75+0,46 2,37 +0,46 2,14+0,37 2,00+ 0,00 2,11+0,33 1,00 = 0,00 1,44 +0,52
AS-26 4 2,75 £ 0,50 2,33 £0,57 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 1,33+0,57 1,75+ 0,50 1,00 £ 0,00 0,75+0,5
AS-27 8 3,33 £0,57 3,00 + 0,00 2,33 +£0,57 2,00 £ 0,00 2,00 +0,00 2,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
AS-30 39 3,31+0,73 2,43 +£0,62 2,06 £0,52 2,09 +0,52 1,75 £ 0,49 1,87 £0,49 0,95+ 0,21 1,13 £0,35
AS-31 3 - - 2,00+ 0,00 2,00+ 0,00 1,00 + 0,00 - 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
AS-34 22 3,50 £ 0,81 2,72£0,57 2,35+ 0,58 2,11£0,48 1,73 £0,45 1,84 +£0,37 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,34
AS-35 6 3,00 £ 0,00 2,00 +0,00 2,00 £ 0,00 2,2+0,83 1,80 £ 0,83 1,66 £ 0,57 1,00 £ 0,00 1,16 £0,40
AS-36 21 3,00+ 0,66 2,00 +0,00 1,7+048 2,07 £0,64 1,66 £ 0,59 1,78 £0,57 0,76 £ 0,43 0,91 +0,28
AS-37 13 2,25+0,50 3,00+ 0,00 2,0+0,81 1,72+ 0,46 1,66 0,77 2,00+ 0,00 0,91+0,28 0,75+ 0,05
AS-39 28 2,93 +0,57 2,00 £ 0,00 2,11+0,47 1,88 +0,52 1,67 £0,47 2,00+ 0,41 1,00 + 0,00 0,92+0,26
AS-44 B 3,00 £ 0,00 - 2,33 £0,57 1,66 + 0,57 2,00 + 0,00 1,5+0,57 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00
AS-45 4 2,33+1,15 - 2,00 £ 0,00 2,00 + 0,00 1,66 £ 0,57 1,5+0,57 1,00 £ 0,00 1,25+ 0,50
AS-48 6 3,33 +0,51 - 2,83+0,40 2,00+ 0,63 1,66 +0,81 1,83 +0,40 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
AS-49 3) 4,00 £0,00 2,66 0,57 ° 1,66 + 0,57 1,33 +£0,57 1,33+0,57 0,66 + 0,57 1,00 £ 0,00
AS-51 B 3,00 £ 0,00 2,33 +0,57 - 1,80 +£ 0,44 2,00+ 0,70 1,66 £ 0,57 1,00 + 0,00 1,40 £ 0,54
AS-52 4 3,25+ 0,50 1,00 0,00 2,50 +1,00 1,66 0,57 1,50 £0,57 1,25+ 0,50 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
TOTAL 218 3,24 £0,72%* 2,42 +0,59** 2,19 £0,60** 1,95 0,51 1,69 £ 0,54** 1,84 £ 0,44** 0,95 £ 0,21** 1,03 £0,37**

**Diferencias significativas de la media del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14).
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Tabla R-13: Estudio de la frecuencia especifica de recombinacién meidtica para los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22 por individuo en el grupo de
pacientes criptozoospérmicos.

Codigo N° paquitenes MLH1tDS MLH1tDS MLH1tDS MLH1+DS MLH1+DS
muestra analizadas cromosoma 13 cromosoma 16 cromosoma 18 cromosoma 21 cromosoma 22

Cripto-1 2 2,00 + 0,00 2,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
Cripto-2 4 1,50 0,57 1,25+ 0,15 - 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
Cripto-3 19 2,00 + 0,34 1,89+ 0,31 1,88 0,48 1,00 + 0,00 1,36 + 0,49
Cripto-4 1 2,00 + 0,00 2,00 % 0,00 2,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00
Cripto-5 5 2,20 0,44 1,40 + 0,54 1,60 + 0,54 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
TOTAL 31 1,96 + 0,41 1,74 + 0,44 1,72 £ 0,61** 1,00 0,00 1,22 + 0,42

**Diferencias significativas de la media del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14).
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Tabla R-14:Estudio de la frecuencia especifica de recombinacién meiética para los cromosomas 1, 4, 6, 13, 16, 18, 21 y 22 por individuo enel
grupo control.

NQ
paquitenes MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS MLH1+DS

Codigo
muestra q
analizadas cromosomal | cromosoma 4 cromosoma 6 cromosoma 13 | cromosomal16 | cromosomal8 | cromosoma 21 cromosoma 22

AO-16 30 3,50 £0,71 = 2,46 = 0,64 2,11 +£047 1,78 £0,50 1,96 + 0,20 1,00 + 0,00 1,04+ 0,20
AO-19 15 4,00 £ 0,00 - 2,78 + 0,58 1,92+0,49 1,93 +0,46 1,86 + 0,38 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
AO-22 53 3,68 + 0,64 3,05+ 0,60 2,92+049 2,07 + 0,55 2,00 + 0,53 2,28 +0,50 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
AO-23 13 3,45+ 0,82 2,60+ 0,84 2,50+ 0,52 2,27 +047 216 +0,72 1,83+0,72 1,09 + 0,30 1,15+0,55
AO-24 13 3,61+ 0,51 2,60+ 0,69 2,46 + 0,66 2,12+ 0,35 2,09+ 0,30 2,20+0,44 1,00 + 0,00 1,22+0,44
AO-25 8 3,83+0,75 2,28+0,48 2,12+0,83 1,62+ 0,52 2,00 +1,00 2,85+ 1,06 0,87+ 0,35 1,00+ 0,53
AO-26 17 3,75+ 0,68 2,78 + 0,58 2,50+ 0,57 2,08 +0,51 1,93 +0,25 2,10+0,32 1,00 + 0,36 1,31+0,48
AO-31 41 3,57+ 0,61 2,56 + 0,65 3,00+ 1,41 1,93 +0,44 1,89+ 0,45 1,89 + 0,56 1,03+ 0,16 1,15+ 0,37
AO-32 13 3,58 £ 0,67 2,53 £0,52 2,50 0,71 1,90 £0,32 1,69 £0,48 2,16 £ 0,39 1,00 £ 0,00 1,09 £0,30
AO-34 25 3,81 £ 0,50 2,37 £0,57 2,00 + 0,00 2,04 £0,21 1,88 +0,44 1,75+ 0,44 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00
TOTAL 228 3,24+0,73 2,42+ 0,59 2,19+0,60 1,95+0,51 1,69 £ 0,54 1,84 +£045 0,95+0,21 1,03 +0,37
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5.5.Incidencia de anomalias cromosémicas en espermatozoides testiculares

Se realiz6 FISH de espermatozoides de testiculo tanto al grupo control como a
los dos grupos de estudio. Se utiliz6 un test estadistico Chi-cuadrado con
correccion de Yates (p<0,05) para comparar la incidencia de anomalias

numéricas observadas.

En los pacientes AS-20, AS-39 y AS-52 no se encontraron espermatozoides el
dia de la biopsia para su utilizacién en un ciclo de ICSI. En el tejido testicular
residual donado a este proyecto tampoco se observaron espermatozoides en

ninguna de las extensiones realizadas.

En la tabla R-17 se muestran los resultados del analisis del grupo control, en el

que se evaluaron un total de 47.834 espermatozoides procedentes de testiculo.

En el grupo de pacientes con azoospermia secretora se evaluaron un total de
48.240 espermatozoides testiculares.La comparaciéon de los resultados con el
grupo controlmostré un incremento estadisticamente significativo de disomias
para los cromosomas sexuales (0,46% vs. 0,11%; p<0,0001), asi como de
disomias para el cromosoma 13 (0,13% vs. 0,01%; p<0,0001), para el cromosoma
18 (0,02% wvs. 0,00%; p=0,0266) y para el cromosoma 21(0,18% vs. 0,04%;
p<0,0001).Se observé también un incremento significativo en la incidencia de
aneuploidias totales y de diploidia total (0,41 % vs. 0,08%; p<0,0001 y 0,08% vs.
0,01%; p<0,0001).Las comparaciones individuales con el grupo control para

cada uno de los cromosomasanalizados se muestra en la tabla R-15.
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En el grupo de pacientes criptozoospérmicos se evaluaron 20.866
espermatozoides testiculares (ver tabla R-16). Al compararlo con el grupo
control, se observé un incremento significativo en la incidencia de disomias
para los cromosomas sexuales (0,25% vs. 0,11%; p=0,0022), y para el
cromosoma 18 (0,12% vs. 0,00%; p<0,0001), asi como de aneuploidias totales y
diploidia total (0,41% wvs. 0,08%; p<0,0001 y 0,08% vs. 0,01%; p<0,0001,

respectivamente).
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Tabla R-15: Incidencia de anomalias cromosémicas en el grupo de pacientes con azoospermia secretora.

DISOMIAS CROMOSOMAS

Codigo ESP:;;‘I‘?Z*:SE?QS DISOMIAS AUTOSOMAS (%) SEXUALES (%) ANEUPLOIDIA DIPLOIDIA
uesien TOTAL (%) TOTAL (%)
TN I e < I I I

AS-1 2 (25)* 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2(9,09) 1(4,54) 3 (13,6)* 5 (16,6)* 0 (0,00)
AS-2 1.831 754 8 (1,06)* 0 (0,00) 3 (0,40)* 0 (0,00) 8 (0,43) 2(0,11) 10 (0,54)* 21 (0,81)* 9 (0,35)*
AS9 3.184 627 0 (0,00) 0 (0,00) 2(0,32)* 0 (0,00) 7(0,22) 0 (0,00) 7(0,22) 9 (0,23) 1(0,03)
AS-13 834 841 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,12) 1(0,12) 2(0,24) 4 (047)* 4(0,24) 2(0,12)*
AS-19 621 369 1(0,27) 0 (0,00) 1(0,27) 0(0,00) 3(0,48) 0 (0,00) 3 (0,48) 5 (0,50)* 1(0,10)
AS-23 836 197 1(0,51)* 0 (0,00) 3 (1,52)* 2(0,23) 5 (0,60) 0 (0,00) 7 (0,84)* 11 (1,06)* 3 (0,29)*
AS-24 804 454 1(0,22) 1(0,12)* 2 (0,44)* 1(0,12) 1(0,12) 0 (0,00) 2(0,25) 5 (0,35)* 2 (0,14)
AS-26 164 73 1(1L4)* 0 (0,00) 2 (2,73)* 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 3 (1,26) 2(0,84)
AS-27 355 190 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 2 (0,56) 0 (0,00) 2(0,56) 2 (0,36) 0 (0,00)
AS-30 239 549 1(0,18) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(0,13) 0 (0,00)
AS-31 724 268 0 (0,00) 1(0,14)* 0 (0,00) 1(0,14) 2(0,27) 0(0,00) 3 (0,41) 4 (0,40)* 2(0,20)*
AS-34 4.765 4216 0 (0,00) 1(0,02) 0 (0,00) 2(0,04) 18 (0,38) 5 (0,10) 25 (0,52)* 26 (0,29)* 2(0,02)
LY 526 664 2(0,30)* 0(0,00) 2 (0,30)* 1(0,19) 0 (0,00) 2(0,38) 3 (0,57)* 7 (0,59)* 2 (0,16)*
LR 2.263 3.587 0 (0,00) 0(0,00) 1(0,03) 0 (0,00) 8 (0,35) 1(0,04) 9 (0,40)* 10 (0,17) 4(0,07)*
AS-37 934 256 0 (0,00) 0 (0,00) 6 (2,34)* 0 (0,00) 1(011) 2(0,21) 3(0,32) 9 (0,75) 6 (0,50)*
AS-44 771 289 1(0,34) 1(0,13)* 1(0,35) 3(0,39) 7 (0,90) 1(0,13) 11 (1,42)* 14 (1,3)* 1(0,09)
AS-45 2397 2,931 3 (0,10)* 1(0,04) 5 (0,17)* 2 (0,08) 8 (0,33) 2(0,08) 12 (0,50)* 21 (0,39)* 0 (0,00)
AS-48 2,038 1.650 2(0,12) 0 (0,00) 3(0,18) 3(0,15) 6 (0,29) 1(0,05) 9 (0,44)* 14 (0,38)* 1(0,03)
AS-49 3.848 1.765 1 (0,05) 1(0,02) 5 (0,28)* 2(0,05) 7 (0,18) 3(0,07) 12 (0,31)* 19 (0,34)* 3 (0,05)
AS-51 952 444 2 (0,45)* 1(0,10)* 1(0,22) 0 (0,00) 4(0,42) 1(0,10) 5 (0,52)* 9 (0,64)* 2 (0,14)*
TOTAL 28.108 20.132 26 (0,13)** 7 (0,02)** 37(0,18)**  18(0,06)  90(0,32)  22(0,08) 130 (0,46)** 199 (0,41)** 39 (0,08)**

* Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14). **Diferencias significativas del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14).
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Tabla R-16: Incidencia de anomalias cromosémicas en el grupo de pacientes criptozoopérmicos.

Espermatozoides DISOMIAS AUTOSOMAS (%) DISOMIAS CROMOSOMAS . .
Cédigo analizados SEXUALES (%) ANEUPLOIDIA DIPLOIDIA
TOTAL (%) TOTAL (%)
muestra
Cripto-1 5.869 6.298 2(0,03) 0 (0,00) 3(0,05) 0 (0,00) 2(0,03) 0 (0,00) 2(0,03) 7 (0,06)* 0 (0,00)
Cripto-2 926 1.024 0 (0,00) 0 (0,00) 3 (0,29)* 0 (0,00) 6 (0,65) 1(0,11) 7 (0,75) 10 (0,51)* 6 (0, 30)
Cripto-3 994 1.504 1(0,07) 0 (0,00) 5(0,33)* 0(0,00) 7 (0,70) 2 (0,20) 9 (0,09) 15 (0,60)* 2 (0,08)
Cripto-4 2.072 2.062 0 (0,00) 1 (0,05) 0(0,00) 2(0,10) 1(0,05) 0 (0,00) 3(0,14) 4 (0,10) 0 (0,00)
Cripto-5* 83 34 0 (0,00) 1(1,2)* 0(0,00) 1(1,2) 3(3,6) 0 (0,00) 4(4,8) 5 (4,3)* 0(0,00)
TOTAL 9.944 10.922 3(0,03) 12 (0,12)** 11 (0,10) 3(0,03) 19 (0,19) 3(0,03) 25 (0,25)** 36 (0,17) ** 8 (0,04)**

* En el paciente Cripto 5, por limitaciones técnicas no se pudieron analizar mds espermatozoides.
** Diferencias significativas de cada individuo (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14). ***Diferencias significativas del grupo de estudio (p<0,05) con el grupo control (tabla R-14).
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Tabla R-17: Incidencia de anomalias cromosémicas en el grupo control.

Espermatozoides DISOMIAS AUTOSOMAS (%) DISOMIAS CROMOSOMAS
Codigo analizados SEXUALES (%) ANTE)L;IQSIDiA DIPLOIDIA
cstn (%) TOTAL (%)
T e e T T

AO-16 4102 3.623 1(0,03) 0 (0,00) 5 (0,14) 005 5(012) 4(010) 11(027) 17 (0,22) 2(0,02)
AO-19 2.047 1.296 2(0,15) 0 (0,00) 3(0,23) 0(0,00) 3(015 0(000) 3(0,15) 8 (0,24) 1(0,03)
AO-22 526 86 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 00,00 1(019 0(000 1(019) 2(0,33) 0 (0,00)
AO-23 6.351 995 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 5(008) 0000 5(0,08) 5 (0,07) 1(0,01)
AO-24 2493 351 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(004) 2(008) 1(004) 4(016) 4(0,14) 0 (0,00)
AO-25 1.052 1.555 0 (0,00) 0 (0,00) 0/(0,00) 0(0,00) 1(009 0(000 1(0,09) 1(0,04) 0 (0,00)
AO-26 1.755 610 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(006) 2(011) 0(000) 3(017) 3(0,13) 0 (0,00)
AO-31 1.296 1558 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0(000) 0(000  0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
AO-32 1178 1.008 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0(0,000 0(000  0(0,00) 0/(0,00) 0 (0,00)
AO-34 6.251 9.701 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0(000) 0(000  0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
TOTAL 27051 20783 3 (0,01) 0 (0,00) 8 (0,04) 4(001) 19(007) 5(0,02) 29 (011) 40 (0,08) 4(0,01)
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Tabla R-18: Incidencia de aneuploidias y diploidias globales de los tres grupos en espermatozoides testiculares.

azoospe(rglfllilf :ecretora criptoz(gf)l;ggrmicos Grupo Control

(n=23) (n=5) =
N° espermatozoides evaluados X/Y/18 28.108 9.944 27.051
N° espermatozoides evaluados 13/21 20.132 10.922 20.783
% Disomias cromosomas sexuales 0,46 ac 0,25 be 0,11 ab
% Disomias cromosoma 13 0,13 de 0,03 ¢ 0,014
% Disomias cromosoma 18 0,02 fh 0,12 &h 0,00 &
% Disomias cromosoma 21 0,18t 0,10 0,041
% TOTAL ANEUPLOIDIAS 0,461 0,171 0,08 ik
% DIPLOIDIA TOTAL 0,08 m 0,04n 0,01 mn

Test Chi-cuadrado con correccion de Yates#sitmp<0,0001; b p<0,001; ¢+ p<0,01; /"p<0,05
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DISCUSION

6.1. ACERCA DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

En varones infértiles con un factor masculino severoy cariotipo normalse han descrito
tanto alteraciones en la meiosis como un incremento en la incidencia de aneuploidias en

sus espermatozoides, especialmente en aquellos varones con azoospermia secretora.

La introduccién en el campo de la reproduccién asistida de técnicas como la ICSI ha
permitido el salto de las barreras de seleccion natural que ofrece el évulo al
espermatozoide, y la obtencién de embarazos en parejas infértiles en las que subyace un

factor masculino severo.

Sin embargo, las pruebas de diagnéstico prenatal realizadas en estas gestaciones han
revelado un incremento en la incidencia de alteraciones cromosémicas de novo (Van
Steirteghem et al, 2002, Bonduelle et al, 2002), cuyo origen ha sido atribuido
principalmente a las caracteristicas de los varones infértiles tratados (In"tVeld ef al., 1995;
Bonduelleet al.,, 1998).

Las aneuploidias en los espermatozoides pueden tener un impacto negativo en los
resultados reproductivos a diferentes niveles: tasas de fecundacién (Nicopoullos et al,
2008), desarrollo embrionario e implantacion(Panget al, 1999; Rubio et al, 2001),
abortos(Giorlandino et al,, 1998, Rubio et al., 2001, Bernardini et al., 2004, Al-Hassan et
al.,2005) e incluso descendencia (Blanco ef al., 1998; Moosani et al,, 1999; Eskenazi et al.,
2002, Rodrigo et al,, 2010), observandose como tasas elevadas de espermatozoides con
alteraciones cromosémicas numéricas dan lugara una mayor tasa de embriones
anormales, destacando una elevada incidencia de aneuploidias para los cromosomas

sexuales y de embriones mosaico(Silber et al., 2003; Rodrigo et al., 2010).

Por ello es importante realizar estudios en la linea germinal para entender los
mecanismos que conducen a problemas cromosémicos en la descendencia en varones

con infertilidad masculina severa y cariotipos normales.
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Por este motivonos planteamos estudiar el origen de estas anomalias cromosémicas y sus
posibles causas, en varones con azoospermia secretora de origen idiopético,
centrandonos en la recombinacion meiética entre cromosomas homologos por ser un
evento esencial para que se produzca la correcta segregacién de los cromosomas en la

meiosis.

Por la experiencia clinica y por publicaciones anteriores sabfamos que en casos de factor
masculino severo y méas concretamente en azoospermias secretoras, los resultados
reproductivos tras ICSI eran peores. Por otro lado, los estudios en espermatozoides
mostraban mayor riesgo de aneuploidias. Por ello, nos planteamos estudiar el origen de

estas anomalias y sus causas.
6.2. ACERCA DEL DISENO DEL ESTUDIO

La limitacion principal del presente estudio fue conseguir pacientes que quisieran
participar en el mismo. Por las caracteristicas de los pacientes no siempre se obtuvieron
espermatozoides testiculares para realizar su tratamiento reproductivo planificado, por
lo que en muchas ocasiones su estado de &nimo no era el mas favorabley decidieron no

participar.

Una vez salvado este obstéculo, otra limitacién era la calidad y la cantidad de tejido del
que partiamos, ya que trabajdbamos con el remanente de tejido testicular que en
condiciones normales se desecha tras la obtenciéon y la congelacion de los

espermatozoides por parte del laboratorio de FIV.

Nos encontramos ademds, con un porcentaje de muestras del 5490% donde no se
observaron células de la linea germinal, por lo que una vez procesadas no se pudieron

evaluar las diferentes variables del estudio.

La utilizacién de las mismas preparaciones celulares para el estudio de las diferentes
variables tuvo como limitacién el deterioro de las muestras en algunos casos, por lo que

en algin paciente no se pudieron completar todos los andlisis.A pesar de ello, nuestro

100



DISCUSION

estudio con 23 pacientes incluidos representa la mayor serie de pacientes con

azoospermia secretora en los que se han realizado este tipo de estudios.

Otro aspecto relevante de nuestro estudio fue la posibilidad de tener un grupo control de
pacientes con una vasectomia, de fertilidad probada y espermatogénesis conservada,
donde ademéds confirmamos mediante FISH que ninguno de ellos presentaba

incremento de anomalias cromos6micas en sus espermatozoides.

Por tltimo, la posibilidad de haber podido analizar las diferentes variables en muestras
de los mismos pacientes, nos ha permitido realizar correlaciones entre los diferentes

parametros.

6.2.1. Eleccion del grupo control de pacientes con azoospermia obstructiva post-

vasectomizados

En trabajos anteriores de nuestro grupo (Rodrigo et al., 2011), se habfa determinado la
incidencia basal de anomalias cromosémicas en espermatozoides procedentes de
testiculo en pacientes fértiles yse habia propuesto que para estudios de anomalias
cromosdmicas en espermatozoides procedentes de testiculo el grupo control més
adecuado serfan los espermatozoides testiculares de varones fértiles pre-vasectomizados

y no losespermatozoides procedentes de eyaculado utilizado en otros trabajos.

En este sentido se describi6 que las muestras de varones normozoospérmicos
procedentes de testiculo mostraban un incremento de aneuploidias al compararlas con

las procedentes de eyaculado de un mismo varén.

El grupo control propuesto en el presente estudio estd formado por varones con
vasectomia a los que se les realizé biopsia testicular con fines reproductivos. Los valores
de aneuploidias de nuestro grupo control de varones post-vasectomia fueron
comparados con los anteriormente publicados por Rodrigo y colaboradores
(espermatozoides testiculares de varones pre-vasectomizados) y confirmamos que los

valores eran similares, pudiendo afirmar que el ambiente endocrino del testiculo tras la
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vasectomia no produjo un incremento de aneuploidias en los varones incluidos en
nuestro grupo control, y por lo tanto los resultados eran representativos de una
poblacién con meiosis normal.

Otros estudios publicados (Topping et al., 2006; Gonsalves et al., 2004; Sun et al., 2005)
incluyen en el grupo control pacientes con infertilidad de causa conocida no asociada
inicialmente a defectos meidticos en los que incluyen ademés de pacientes con
azoospermia obstructiva post-vasectomia pacientes diagnosticados con cancer, esto
condiciona la validez del grupo como control de meiosis y espermatogénesis conservada,
ya que algunos estudios han descrito en pacientes con linfoma de Hodgkin's un
incremento significativo de aneuploidias en sus espermatozoides al analizarlos antes de
que se hubieran sometido a ningln tratamiento de quimioterapia o radioterapia
previamente, apuntando a que quiza la aparicién del cancer inducirfa por si misma

problemas en la meiosis en estos pacientes (Eisenberg et al.,, 2013).
6.2.2. Seleccion de los grupos de estudio

La recombinacién meiética es un evento que no solo genera diversidad genética, sino que
ademds los entrecruzamientos mantienen unidos a los cromosomas homdlogos
facilitando de este modo una correcta segregacion de los cromosomas durante la meiosis.
Anomalias en la frecuencia y la localizacion de los entrecruzamientos esta asociada a una
no disyuncién de los cromosomas homélogos y a la produccién de gametos aneuploides
(Savage et al., 1998; Hassold et al., 1995; Lamb et al., 1996; Ferguson et al., 2007). Dentro de
la poblacién de varones infértiles el grupo de varones con azoospermia secretora de
origen idiopético presenta meiosis anormalen el 30% de los casos presentan meiosis
anormal (ASESA, 2005), por lo que representa el grupo de mayor riesgo y por ello fue el
grupo seleccionado para el estudio. Otra consideracién importante fue el hecho de que
estos pacientes ya se iban a someter a una biopsia testicular con fines reproductivos por lo
que no hubo que realizar una intervencién adicional. Al procesar las muestras del grupo
de estudio diferenciamos entre aquellos pacientes que inicialmente cuando llegaron a la
clinica para un tratamiento de reproduccion eran criptozoospérmicos y que cuando

fueron reclutados para este estudio fueron diagnosticados como azoospérmicos.
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6.3. ACERCA DE LA METODOLOGIA UTILIZADA

6.3.1. Lo que nos han ensefiado las técnicas de inmunocitogenética sobre la meiosis

masculina

En los casos de espermatogénesis anormal, las técnicas inmunocitogenéticas han
proporcionado una nueva herramienta de aproximacion para el estudio de la infertilidad
de origen idiopatico, justificando aproximadamente el 10% de los casos de azoospermia

secretora de origen desconocido (Topping et al., 2006).

La posibilidad de estudiar las primeras etapas de la meiosis de una forma directa
mediante el anlisis del complejo sinaptonémico y de los puntos de recombinacion, en
lugar de mapas de ligamiento ha revolucionado la investigacién en el campo de la
meiosis. Durante estos dltimos afios se han publicado varios estudios en varones fértiles
con espermatogénesis conservada (Lynn ef al., 2002; Sun et al., 2004c; Brown et al,, 2005), y
un niimero mas reducido de estudios en varones infértiles, muchos de ellos como casos
tnicos (Sun et al., 2004; Judis et al,2004;) o como series pequeiiasde pacientes (Lynn et al,,
2004; Gonsalves et al., 2004; Sun et al, 2005a; Codina-Pascual et al., 2005 Topping et
al.2006).

¢  Progresion meiética

El analisis de la distribucién de tres de los estadiosiniciales de la profase I de la meiosis:
leptotene, zigotene y paquitene, muestran que el estadio de paquitene es el mas frecuente
en las muestras del grupo control debido a que es el estadio de mayor duracion en la
espermatogénesis normal (15 dias) siendo menos frecuente los estadios de leptotene y

zigotene, tal y como ha observado en otros estudios publicados (Tassitro ef al., 2009).

En el grupo de pacientes con azoospermia secretora y en el grupo de pacientes
criptozoospérmicos, se observé un incremento de células meiéticas en los estadios de
leptotene y zigotene y una disminucién en el porcentaje de células en estadio de

paquitene, al compararlo con el grupo control. Esta acumulacién de espermatocitos
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primarios tempranos confirma que la progresion meiética es defectuosa en pacientes con
fallos en la espermatogénesis.El punto de control en paquitene controla los procesos de
reparacién de las roturas de doble cadena de ADN vy la sinapsis de la meiosis I, de
manera que si al final de paquitene I estos dos procesos no han finalizado correctamente,
detiene la division meidtica (Roeder and Bailis, 2000).Si no se produce el bloqueo
meibtico, el espermatocito primario puede progresar la meiosis sin dividirse y dar lugar a
espermatocitos secundarios diploides, que culminaran en dos gametos diploides tras la
segunda divisién meiética (Egozcue et al.,, 2000a; Vendrell, 2005).

El porcentaje de espermatocitos primarios en estadio de diplotene es practicamente
imperceptible tanto en el grupo control como en los grupos de estudio coincidiendo con

los datos publicados por Sun et al., 2007.

e  Medici6n de la longitud total de los complejos sinaptonémicos (CS)

La longitud de los complejos sinaptonémicos se ha relacionado con el grado de
compactacién del ADN y con su accesibilidad a los diferentes mecanismos que dan lugar

ala rotura y reparacién del ADN.

En el presente estudio, en el grupo control el rango en la longitud total de los complejos
sinaptonémicos fue de 201,69 pm - 411,32 um, similar a lo publicado por otros autores:
220 um -360 pm (Lynn et al,, 2002) y 200 pm -448 pm (Pan et al,, 2012) y comparable tanto
a las medidas obtenidas en el grupo de pacientes con azoospermia secretora (205,19 pm -
415,78 pm) y en el grupo de pacientes criptozoospérmicos (218,79 pm - 369,04).
Observamos una discreta variabilidadentre los individuos dentro de cada uno de los
grupos de estudio y del grupo control. Algunos autores apuntan a la idea de que esta
variacion se puede producir ademas dentro de las diferentes células de un mismo
individuo y que estas diferencias de la longitud total de los complejos sinaptonémicos
podrian deberse a que las longitudes varian en funcién del momento del estadio de

paquitene en que se encuentra la célula (Pan et al,, 2012).
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e  Analisis de la frecuencia de recombinacion meidtica

Los mapas de ligamiento han sido utilizados como herramienta para el estudio de la
recombinacién meiética en humanos, pero tienen dos limitaciones importantes. En
primer lugar, requieren una buena caracterizacién de al menos tres generaciones y en
segundo lugar, el enfoque se basa en el andlisis de de los productos haploides
transmitidos en vez de células en el proceso de meiosis, por lo que sélo se pueden
detectar la mitad de los entrecruzamientos. Es por ello que las técnicas de
inmunocitogenética sobre espermatocitos primarios nos dan una mejor aproximacion, de
forma mas sencilla y directa, al proceso de recombinaciéon meidtico,
pudiendodetectarsetodos los entrecruzamientos de cada uno de los cromosomas en la
célula meidtica y visualizarse de forma simultanea. Se han realizado diferentes estudios,
inicialmente en ratones (Baker et al.,, 1996) y mas tarde en humanos (Gonsalves et al., 2004;
Sun et al.,, 2005b; Lynn et al., 2004), que han confirmado que la proteina MLH]I, protena
de reparacién del ADN, se co-localiza con los puntos de recombinacién y los datos
obtenidos de esta aproximacién coinciden con los descritos en andlisis genéticos de
mapas de ligamiento (Lynn ef al, 2002) y los principios basicos de la meiosis.
Utilizandopues, anticuerpos frente a MLH1 podemos visualizar los puntos de

recombinacién en las células meiéticas en estadio de paquitene.

En nuestro estudio utilizando técnicas inmunocitogenéticas, hemos observado una
frecuencia de recombinacién meidtica para el grupo control de 48,71 + 1,55, casi el doble
de la media de recombinacién descrita por estudios basados en mapas de ligamiento con
valores de 259 a 27,3 (Chowdhury et al., 2009; Cheung et al., 2007; Coop et al,, 2008;
Petkov et al., 2007).

El andlisis de la frecuencia de recombinacién meiética en nuestro estudio mostré una
disminucion en el grupo de pacientes con azoospermia secretora comparado con el
grupo control, con una media de 44,90+2 41coincidiendo con los resultados de otros
estudios publicados (Gonsalves et al,2004; Sun et al., 2005a,b; Sun et al., 2007) y en

contraposicién a otros estudios en los que no encontraron diferencias (Topping et al. 2006;
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Ma et al., 2006a; Sun et al, 2008)debido quiza al tamafio muestral de los grupos y la

heterogeneidad de los mismos, y a criterios de evaluacién menos estrictos.

Esta disminucién no fue significativa en el grupo de pacientes que inicialmente eran
criptozoospérmicos y que en el momento del estudio fueron diagnosticados como

azoospermicos.

En un estudio publicado en 2009 por Hassold y colaboradores, en el que utilizaron como
modelo biomédico el mono Rhesus (Macaca mulatta), analizaron el ntimero y la
localizacién de MLH1 en 483 espermatocitos en estadio de paquitene de 11 machos de
Rhesus. La frecuencia de recombinacién media que observaron fue de 39,0 + 3,0, mucho
menor que en humanos, lo que puede significar que entre mamiferos el namero y la
distribucién de entrecruzamientos esta sujeto a una regulacién especifica de especie, ya
que en estudios realizados en ratones también se han observado diferencias (Lynn et al.,
2002).

Nuestros datos muestran una variacion en la frecuencia de recombinaciéon meiética entre
individuos dentro del mismo grupo, en el caso del grupo de pacientes con azoospermia
secretora con un rango de 41,50+ 2,12 a 51,58 + 4,31, en el caso del grupo de pacientes
criptozoospérmicos de 42,60+ 1,67a 51,00+ 4,46, y en el caso del grupo control de 47,37 £
2,70 a 5290 £ 3,34, coincidiendo con lo publicado por otros grupos.Estudios recientes
apuntan a que mecanismos epigenéticos podrian afectar a la frecuencia de
recombinacién (Winckler et al., 2005; Neumann and Jeffreys, 2006; Sandovici et al., 2006).
En este sentido, la metilacién como modificacion epigenética se produce en la profase I
cuando ocurre la recombinacién. Kong y colaboradores (2002) y Myers y colaboradores
(2006) demostraron que la densidad de islas CpG estaba directamente correlacionada con
la frecuencia de recombinacién en humanos. Otros autores (Flanagan et al, 2006;
Sigurdsson et al,, 2009) han encontrado una correlacién positiva entre los patrones de
metilacién en la linea germinal y la frecuencia de recombinacién en humanos. En
regiones cromosomicas reguladas por imprinting se han descrito “puntos calientes” de

recombinacién (hotspots) (Sandovici ef al,, 2006; Arheim et al., 2007). Asi pues, diferencias
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en la metilacion en la linea germinal podtrian justificar la variacién de la recombinacion

entre individuos.

Hay estudios epidemiolégicos de metilacién publicados que apuntan a que existe una
relacién entre la infertilidad masculina y las anomalias epigenéticas. Un posible nexo
entre las anomalias de metilacién en regiones reguladas por imprinting genético y la
disminucién en la concentracién de espermatozoides podria residir en el bloqueo
meidtico que se produciria en espermatozoides con patrones de metilacién alterados. La
presencia de anomalias en la metilacion podria producir alteraciones en el
emparejamiento de los cromosomas en la meiosis activando de este modo los puntos de
control de la meiosis, bloqueando la linea de células con anomalias, reduciendo de este

modo el niimero final de espermatozoides (Camprubi et al., 2012).

e FEstudio de la frecuencia especifica de recombinacibn meibtica por

Cromosoma

Varios estudios han combinado la inmunofluorescencia y el FISH para analizar
espermatocitos primarios en estadio de paquitene para caracterizar los patrones de
recombinacién especificos por cromosoma en varones fértiles (Tease et al., 2004; Codina-
Pascual et al., 2006; Sun et al., 2006).Sin embargo, no disponemos de mucha informacién
sobre las frecuencias especificas por cromosoma en la poblacion infértil. Ferguson y
colaboradores (2007) analizaron la frecuencia de recombinacion de los cromosomas 13, 18
y 21 y observaron que en los tres autosomas la frecuencia de recombinacién era
significativamente inferior en su grupo de pacientes con azoospermia secretora y con

OATal compararlos con su grupo control.

El andlisis de nuestros datos muestra una media de frecuencia de recombinacion
especifica para los cromosomas 1, 4, 6,16, 18,21 y 22 significativamente inferior en el
grupo de pacientes con azoospermia secretora comparado con el grupo control de
pacientes post-vasectomizados. Asi pues se confirma que el efecto en la disminucién de
la recombinacién se refleja en cromosomas pertenecientes a losdiferentes grupos
cromosdmicos, independientemente de su tamario y estructura.
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Si consideramos que la recombinacién es esencial para la correcta segregacion de los
cromosomas homélogos durante la meiosis (Koehler ef al., 1996), la disminucién de las
frecuencias de recombinacién observadas tanto a nivel global como especificas de
cromosoma en varones infértiles podrian explicar en esta poblacién el incremento en el
riesgo de producir espermatozoides aneuploides y por consiguiente incrementar el

riesgo de descendencia con anomalfas cromosdmicas.
6.3.2. E1 FISH como técnica de estudio de aneuploidias en espermatozoides

Los estudios publicados de FISH en espermatozoides han mostrado un incremento
significativo en la incidencia de anomalias cromosémicas numéricas en de varones
infértiles, principalmente para los cromosomas sexuales y en pacientes OAT (Aran et al,,
1999; Bernardini ef al., 1998, 2000; Calogero et al., 2001a,b; Colombero et al., 1999; Rubio et
al 2001; Vegetti et al, 2000). Algunos estudios han encontrado una incidencia de
anomalias cromos6micas similar en espermatozoides procedentes de testiculo en
varones con azoospermia secretora (Martin et al., 2000) y en varones con azoospermia
obstructiva (Viville et al,, 2000) al compararlos con espermatozoides de varones fértiles
procedentes de eyaculado. Sinembargo, la mayor parte de los estudios muestran un
incremento de anomalfas cromosémicas en espermatozoides procedentes de testiculo,
principalmente en varones con azoospermia secretora (Bernardini et al., 2000; Burrello et
al., 2002; Levron et al,, 2001; Mateizel et al,, 2002; Palermo et al., 2002), al compararlos con
donantes normozoospérmicos y estas diferencias son mas evidentes para los

cromosomas sexuales (Rodrigo et al.,, 2004).

Los resultados de nuestro estudio muestran un incremento de aneuploidias para todos
los cromosomas analizados (13,18, 21, X e Y) y de diploidias en el grupo de pacientes con
azoospermia secretora al compararlos con el grupo control tal y como esperdbamos,

coincidiendo con lo descritoen otros estudios publicados.

En el grupo de pacientes criptozoospérmicos este incremento en la incidencia de
aneuploidias se observé tinicamente para el cromosoma 18, los cromosomas sexuales y
para la incidencia de diploidias.

108



DISCUSION

En el caso del paciente Cripto-3,tuvimos la oportunidad de comparar los resultados de
FISH de espermatozoides en eyaculado ya que estaba documentado en su historia
clinica, y compararlo con los resultados del FISH en espermatozoides testiculares,
cuando su criptozoospermia evolucioné a azoospermia de origen idiopatico. En ambos
casos el FISH dio un resultado alterado con un incremento de disomias para los

cromosomas sexuales.

Mediante los estudios de FISH en espermatozoides se han podido identificar grupos de
varones con cariotipo normal que presentan mayor riesgo de transmitir aneuploidias en

sus espermatozoides. En general, estos pacientes se podrian clasificar en los siguientes

grupos:

e Varones con cariotipo normal y tratamientos de quimioterapia y radioterapia
con incremento de alteraciones para los autosomas, los cromosomas sexuales y
diploidias, de hasta cinco veces superiores a los valores pre-tratamiento,
volviendo a los valores originales tras un periodo de tres meses post-
tratamiento (Robbins et al.,, 1997; Martin et al., 1999).

e Varones con cariotipo normal y con gestaciones previas con cromosomopatia
de origen paterno, con incremento de alteraciones cromosémicas en los
espermatozoides para los cromosomas implicados se ha descrito entre el 1-20%
(Blanco et al,, 1998; Martinez-Pasarell et al., 1999a; Eskenazi et al, 2002; Tang et
al., 2004).

e Varones con parametros espermaticos anormales: con oligozoospermia (Rubio
etal, 2001; Bernardini et al., 1998; Pang et al., 1999; Pfeffe ret al., 1999; Vegettiet al.,
2000; Ushijima et al, 2000; Nishikawa et al., 2000; Martin et al., 2003a) y
teratozoospermia severa (In'tVeld ef al,, 1997; Devillard et al., 2002; Mateu et al,,
2006); con azoospermia obstructiva o secretora (Levron et al., 2001; Palermo et al.,
2002; Burrello et al.,, 2002; Mateizel et al., 2002; Rodrigo et al., 2004); y con estudio
de meiosis alterado en biopsia de testiculo (Rubio et al., 2001; Sarrate et al., 2010).

e Parejas con aborto de repeticién de causa desconocida (Giorlandino et al., 1998;

Rubio et al., 2001; Bernardini et al., 2004; Al-Hassan et al., 2005; Rubio et al., 2009).

109



DISCUSION

e Parejas con fallo repetido de implantacion tras técnicas de reproduccion asistida

(In'tVeld et al,, 1997; Pang et al., 1999; Rubio et al., 2001; Petit et al.,, 2005).

Los andlisis mediante FISH en espermatozoides estan corroborando los hallazgos
observados en varones infértiles con meiosis alteradas, observandose una mayor tasa de
aneuploidia en los cromosomas 21 y sexuales, debidas a fenémenos de no disyuncién
meiética (Ferguson et al., 2007; Sun et al., 2008a,b). Es por ello que los cromosomas 21 y
sexuales, junto con los cromosomas 13 y 18 sean los mas cominmente incluidos en estos
estudios, ya que ademads, sus alteraciones numéricas pueden dar lugar a gestaciones
anormales potencialmente viables, como los Sindromes de Patau (trisomia 13), Edwards
(trisomia 18), Down (trisomia 21), Turner (45,X), Klinefelter (47,XXY), 47,XXX 647, XYY.

64. ACERCA DE LA RELACION ENTRE LAS VARIABLES ANALIZADAS
¢ Relacién entre recombinacién meiética y la edad

La edad de los pacientes no parece tener efecto en la recombinacién meiética como ya
habfa apuntado Lynn y colaboradores (2002) En 2009, Hassold y colaboradores,
utilizando como modelo biomédico el Rhesus monkey (Macaca mulatta), dentro del
grupo estudiado se encontraron con dos machos con una frecuencia de recombinacién
significativamente menor, pero esta variacion era independiente de la edad del animal.
En 2011 Duan y colaboradoresen sus estudios de la recombinacién meidtica en
espermatocitos humanos de 10 varones fértiles tampoco encontraron una correlaciéon

entre la edad y la frecuencia de recombinaci6n.
¢ Relacién entre recombinacién meiética y la longitud de SC

En estudios previos se ha sugerido una asociacién entre la longitud del complejo
sinaptonémico y el niimero de puntos de recombinacién (Lynn et al., 2002; Tease et al.,
2004). Es sabido que existen diferencias inter-individuales (Lynn et al., 2002; Hassold e al.,
2004), inter-especificas (Hassold et al., 2009) e inter-sexos en cuanto a la frecuencia de

recombinacién. En estudios realizados en ratén, se ha descrito que las hembras presentan
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una media de frecuencia de recombinacién de 69,25 + 0,29 frente a los machos de 49,09 +
0,07, con una longitud mas corta de sus complejos sinaptonémicos por cromosoma
(Gruhn et al,, 2013), por lo que se sugiri6 una posible relaciéon entre frecuencia de
recombinacién y longitud de SC.

Con estas premisas esperabamos encontrar diferencias en la longitud de SC entre el
grupo control y los grupos de estudio puesto que existia entre ellos una diferencia
significativa en la frecuencia de recombinacion pero las longitudes en nuestro caso fueron
comparables. Se justificarfa porque las diferencias entre nuestro grupo estudio y grupo
control fueron del orden de 3,81 puntos (48,71 + 1,55 vs. 44,902 41)mientras que en el

estudio mencionado en ratones era de 20 puntos entre hembras y machos.

e Relacion entre recombinaciéon meidtica e incidencia de anomalias

cromosdmicas en espermatozoides testiculares

La recombinacién juega un papel critico para garantizar la correcta segregacién de los
cromosomas durante la meiosis, por lo que estdbamos interesados en determinar si
varones infértiles con frecuencias de recombinacion alterada presentaban un riesgo

incrementado de producir espermatozoides con anomalias cromosémicas.

El 783% de los pacientes del grupo de azoospermia secretora presentaron niveles de
recombinacién meidtica significativamente inferiores a los del grupo control. De estos
pacientes con disminucién de la recombinacién, en 3 de ellos no se encontraron
espermatozoides y 14 de los 15 restantes (93,3%) mostraron un incremento significativo

de aneuploidias totales y/ o diploidias para los cromosomas analizados.

Ma y colaboradores (2006b) describieron un caso de un varén OAT con un incremento
de aneuploidias para los cromosomas sexuales en eyaculado que presentaba mayor
porcentaje de células en estadio de paquitene sin recombinacién entre los cromosomas

sexuales que el observado en dos varones fértiles.

111



DISCUSION

Posteriormente Ferguson y colaboradores (2007),encontraron una disminucién de la
recombinacién en dos pacientes con OAT y en tres pacientes con azoospermia secretora
al comparado con su grupo control. El andlisis de frecuencia de recombinacién por
cromosoma y las aneuploidias encontradas para los mismos cromosomas revel6 que no
existia relacién directa para los cromosomas 13, 18 y 21 pero si para los cromosomas
sexuales, con menor frecuencia de recombinacién en los casos con mayor incidencia de

disomfias para los cromosomas sexuales.

Finalmente Sun y colaboradores (2008), encontraron una correlacion positiva entre el
incremento de aneuploidias para los cromosomas sexuales y la disminucién de la
recombinacién en la vesicula sexual. Para el resto de autosomas analizados no

encontraron esta relacion.
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En los pacientes con azoospermia secretora de origen idiopéatico la frecuencia de
recombinacién meidtica mostré una disminucién significativa al compararla
con el grupo control de pacientes post-vasectomizados. Sin embargo, en el
grupo de pacientes criptozoospérmicos esta disminuciéon no mostr6 diferencias
significativas con el grupo control.Se observé una variacion de la frecuencia de
recombinacién entre individuos, tanto en los grupos de estudio, como en el
grupo control que no se correlacioné ni con la edad de los pacientes, ni con el
tiempo transcurrido desde la vasectomia en el caso de los individuos

pertenecientes al grupo control.

En pacientes con azoospermia secretora se observé una disminucién en los
niveles de recombinacién para la mayorfa de cromosomas analizados,

independientemente de su tamafio y estructura.

Los varones con azoospermia secretora presentaron una acumulacién de
espermatocitos primarios en los estadios iniciales de la profase I, con menor

porcentaje de meiocitos que superaron el punto de control de paquitene.

La medicién de la longitud total de los complejos sinaptonémicos en los
espermatocitos primarios en estadio de paquitene result6 similar en el grupo
control y en los grupos de estudio, por lo que no se observé una correlacién

entre longitud de complejos sinaptonémicos con los niveles de recombinacién.

En pacientes con azoospermia secretora se observé un incremento significativo
en la incidencia de disomias y diploidias para todos los cromosomas analizados
al compararlo con el grupo control. Los pacientes criptozoospérmicos sélo
mostraron este incremento significativo en las disomias para el cromosoma 18,

los cromosomas sexuales y para la incidencia de diploidias.
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6. El81,2% de los pacientes del grupo de azoospermia secretora que presentaron
unos niveles de recombinacién meiética significativamente inferiores a los del
grupo control mostraron un incremento de anomalfas cromosémicas en sus

espermatozoides.
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EQUIPO

ANEXO1I

Vi

VALENCIA

DICTAMEN DEL CEIC A ESTUDIO POSTAUTORIZACION |
DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Don Juan Manuel Giles Jiménez

Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica de V1 Valencia

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor para que se realice ¢l estudio:

Titulo “Estudio sobre la sinapsis y recombinacion meidtica y sus implicaciones en la
infertilidad masculina™

Promotor: Dra. Carmen Rubio, IVl Valencia.

Y tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como
los requisitos del Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero y las normas que lo
desarrollan.

- Los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
estudio, justificacion de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como
los beneficios esperados.

- El seguro o la garantia financiera previstos.

- El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la hoja de
informacién para los sujetos, el plan de reclutamiento de sujetos y las
compensaciones previstas para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su
parlicipacion en ¢l ensayo.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas y su posible interferencia con
el respeto a los postulados éticos.

Este Comité, emite un DICTAMEN FAVORABLE para |a realizacién de dicho estudio
observacional en VI Valencia.

SOLICITA LAS ACLARACIONES que se listan a continuacion:
Consideraciones sobre aspectos generales:

Solicitud de aclaracién referente a la hoja de informacién al paciente/sujeto.

Lo que firmo en Valencia a 17 de Julio de 2007

Firmado: y
Don Juan Manuel Giles Jiménez O

ivalencia@ivi.es www.ivi.es
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio sobre la sinapsis y la
recombinacién meidtica y sus implicaciones en la infertilidad
masculina

CODIGO DEL PROMOTOR: Meiosis testicular
PROMOTOR: IVI-Valencia

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Carmen Rubio, laboratorio de FISH
(c.rubio@ivi.es)

CENTRO: IVI-Valencia

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el
que se le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacién Clinica correspondiente. Nuestra intencidn es tan solo que usted
reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar si
quiere 0 no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa con
atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la
explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion con su médico ni se
produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El presente estudio se basa en el analisis meiotico de pacientes que se sometan
a biopsia testicular para la obtencion y congelacion de espermatozoides para un
ciclo de inyeccion intracitoplasmatica (ICSI). En estos casos, tras el
aislamiento y congelacion de los espermatozoides obtenidos, el resto de tejido
testicular, que en condiciones normales se desecha, sera aprovechado para
realizar estudios de meiosis en células progenitoras de espermatozoides. Se
utilizaran técnicas moleculares para estudiar como se producen los procesos
gue controlan la correcta segregacion de los cromosomas homologos en los
espermatocitos humanos para dar lugar a espermatozoides con un ndmero
correcto de cromosomas. Sabemos que alteraciones en este proceso pueden dar
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lugar a espermatozoides con un namero incorrecto de cromosomas y por tanto
se podria relacionar con la infertilidad masculina.

Sugerimos que estos estudios nos llevaran a la identificacion de las primeras
causas de infertilidad dependientes de la unién y recombinacién de
cromosomas homélogos, ademas de representar un paso critico en el
entendimiento de la etiologia de la infertilidad humana y de sus posibles causas
genéticas.

La informacion obtenida en los estudios meidticos en varones infértiles sera
relacionada con diferentes parametros clinicos asociados a las técnicas de
reproduccién asistida,

como son la tasa de fecundacion, desarrollo embrionario y anomalias
cromosomicas embrionarias, asi como con las posibilidades de conseguir una
gestacion a término.

Es importante mencionar que la participacion en este estudio no implica
ninguna intervencion adicional en el tratamiento del paciente, puesto que se
utilizara el material que se desecha en una biopsia testicular tras la
recuperacién de los espermatozoides obtenidos para su congelacion y posterior
utilizacion en un ciclo de ICSI. Por lo tanto, no implica ningn riesgo para el
paciente, ni compromete el éxito de su posterior tratamiento en nuestro centro.
Se pretende evaluar un nimero comprendido entre 25-50 pacientes y valorar si
la informacion obtenida podria ser de utilidad en el futuro para incorporar este
tipo de estudios en el estudio del varén infértil.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN
EL ESTUDIO

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

Los resultados obtenidos del estudio es posible que no sirvan de utilidad directa
para el individuo, pero presenta la posibilidad de evaluar si este tipo de analisis
podria ser de interés en el futuro para la evaluacion del varon infértil y para
orientarle mejor sobre sus posibilidades reproductivas y el tratamiento mas
indicado en su caso. Los investigadores del estudio estaran disponibles para
explicarles en todo momento en que consiste el estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesién de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes se ajustard a lo dispuesto en la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De
acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacién de datos, para lo
cual deberd dirigirse al investigador responsable / su médico del estudio.
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Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y
solo su medico del estudio/colaboradores podréan relacionar dichos datos con
usted y con su historia clinica.

So6lo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el
estudio que en ningun caso contendran informacion que le pueda identificar
directamente, como nombre y apellidos, iniciales, direccién, n° de la seguridad
social, etc. En el caso de que se produzca esta cesion, sera para 1os mismos
fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con
el nivel de proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion Clinica
y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los
datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del
mismo. Su participacion en el estudio no le supondré gasto, ni remuneracion
alguna.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun
dato nuevo serd afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de
todas las muestras identificables previamente retenidas para evitar la
realizacion de nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor los
investigadores del estudio lo consideran oportuno. En cualquiera de los casos,
usted recibird una explicacién adecuada del motivo que ha ocasionado su
retirada del estudio.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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CONSENTIMIENTOS INFORMADQOS

Titulo del Estudio: Estudio sobre la sinapsis y la recombinacion meidtica y sus
implicaciones en la infertilidad masculina

Yo (nombre y apellidos)

NO HIStOIA: voovviveivececieieece s

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

........................................................................................ (nombre del médico / investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de mis datos en las condiciones detalladasen la hoja

de informacion.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser

utilizadas en el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacosdel estudio
no previstos en el protocolo actual (quedando excluidos los analisisgenéticos, siempre y cuando
no formen parte de los objetivos del estudio): SI NO

Firma del paciente: Firma del médico

/ investigador:

Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
Version: Fecha
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Parte de los resultados de este trabajo de tesis doctoral han sido presentados a

diversos congresos nacionales e internacionales:

* Meiotic recombination and sperm aneuploidy in post-

vasectomy obstructive azoospermic patients.

Autores: Peinado V, Al-Asmar N, Susiarjo M, Gruhn ], Rodrigo L, Gil-
Salom M, Martinez-Jabaloyas JM, Rubio C, Hassold T.

Participacion: Poster
Organizador: 7th European Cytogenetics Conference

Fecha: 4-7 Julio-2009  Lugar: Estocolmo (Suecia).

* Decreased meiotic recombination and higher risk of sperm

aneuploidy in non- obstructive azoospermia patients.

Autores: Peinado, V .; Al-Asmar, N .; Gruhn, J .; Rodrigo L ; Gil-Salom,
M .; Martinez-Jabaloyas,JM .; Pellicer, A .; Remohi, ] .; Rubio, C . and
Hassold, T .

Participacion: Poster
Organizador: ESHRE
Fecha: 27-30 Junio 2010 Lugar: Roma (Italia)
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* Higher aneuploidy risk in sperm and abnormal meiotic

recombination levels in non-obstructive azoospermic patients.

Autores: Peinado, V.; Al-Asmar, N.; Gruhn, J.; Rodrigo, L.; Gil-Salom,
M.; Martinez, JM.; Pellicer, A.; Remohi, J.; Hassold, TJ.; Rubio, C.

Participacion: Poster
Organizador: 4th IVI International Congress

Fecha: 7-9 Abril Lugar: Valencia (Espafia)

* Relationship between meiotic recombination and sperm

aneuploidy and diploidy in non-obstructive azoospermic males.

Autores: Peinado, V.; Al-Asmar, N.; Gruhn, J.; Rodrigo, L.; Gil-Salom,
M.; Martinez, JM.;Pellicer, A.; Remohi, J.; Hassold, TJ.; Rubio, C.

Participacién: Comunicaciéon Oral
Organizador: 8th European Cytogenetics Conference

Fecha: 2-5 Julio 2011 Lugar: Oporto (Portugal).

* Estudio de anomalias meidticas y aneuploidias en varones

infértiles conazoospermia secretora.

Autores: V. Peinado; N. Al-Asmar; L. Alegre; M.Vera; L.Rodrigo;
M.Gil-Salom; JM. Martinez,A. Pellicer; J. Remohi; C. Rubio.

Participacion: Poster
Congreso: ASEBIR
Fecha: 20-21 Noviembre 2013  Lugar: Sevilla (Espafia).
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» Increased risk of sperm chromosomal abnormalities and
decreased  recombination frequency in  non-obstructive

azoospermic males

Autores: Vanessa Peinado, Nasser Al-Asmar, Lucia Alegre, Maria Vera,

Lorena Rodrigo, Jose Maria Martinez-Jabaloyas, Manuel Gil-Salom,
Carlos Simén, Terry Hassold, Carmen Rubio.

Participacion: Comunicacion oral

Congreso: ESHRE

Fecha: 14-17 Junio 2015 Lugar: Lisboa (Portugal).
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ABREVIATURAS

ADB
ADN
AO

AS
ASESA
ASEBIR
AZF
ADAH
AMCA
BSA
Cen M-FISH
CEP
CREST

c
C

CS
Cripto
ICMART

ADB
DAPI
DSB
DTT

FISH
FSH
FDAM
ICSI

ICMART

LH
LSI

Antibody dilution buffer

Acido desoxirribonucleico

Azoospermia obstructiva post-vasectomia

Azoospermia secretora

Asociacion Espafiola de Andrologia

Asociacion para el estudio de la Biologia de la Reproduccién.
Azoospermic Factor

AMCA anti human

1 amino-4 methylcoumarin-3 acetic acid and Cy3

Bovin serum albumine

Centromere-specific Multicolor Fluorescence In Situ Hybridization
Chromosome Enumeration Probes

Calcinosis - fenémeno de Raynaud - disfuncién Esofégica,
eSclerodactilia y Telangiesctasia

Cromatida hermana

Numero de bivalentes

Complejo sinaptonémico

Criptozoospérmicos

Comité Internacional de Seguimiento en Tecnologia de Reproduccion
Asistida

Antibody dilution buffer

4, 6-diamidino-2-phenylindole

Double Strand Breaks

1,4-Dithiothreitol

Entrecruzamientos

Fluorescence In Situ Hybridization

Hormona foliculo estimulante

Fluorescein anti-mouse

Inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides

Comité Internacional de Seguimiento en Tecnologia de Reproduccion
Asistida
Hormona Luteinizante

Locus-Specific Identifier probes
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MI
MII
MLH1
M-FISH
NP-40
OMS
OAT
PBS
PCR
PFA
PR
RDAR
RNV
SSC
SAC
SYCP1
SYCP2
SYCP3

TRIS

Meiosis 1

Meiosis 11

MutLprotein homolog 1

Multiplex Fluorescence In Situ Hybridization
Nonyl Phenoxypolyethoxyl ethanol 40
Organizacion Mundial de la Salud
Oligoastenoteratozoospérmicos
Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehido

Prolactina

Rodhamine anti-rabbit

Recién nacido vivo

Citrato Sédico Salino

Spindle assembly checkpoint
Synaptonemal Complex Protein 1
Synaptonemal Complex Protein 2
Synaptonemal Complex Protein 3
Testosterona

Tris(hydroximethyl) aminomethane
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