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RESUMEN: Objetivo: Examinar la incidencia de mutaciones del gen regulador transmenibranoso de la fibrosis quistica
(CFTR) en pacientes argentinos con agenesia bilateral de la via espermdtica (CBAVD).

Material y métodos: Entre abril de 1995 y junio de 1997, 17 pacientes en quienes se efectud el diagndstico de CBAVD
fueron evaluados clinicamente y para 22 mutaciones del gen CFTR usando reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Nueve pacientes realizaron 14 ciclos de ICSI (inyeccion espermdtica intracitoplasmdtica) utilizando espermatozoides
recuperados del epididimo (12 ciclos) o del testiculo (2 ciclos).

Resultados: Todos los pacientes eran sanos, sin evidencias de fibrosis quistica. En 10 pacientes (58,8%) se detect6 una
mutacion del CFTR. En la ICSI la tasa de fertilizacion fue de 67,3% y la tasa de embarazo y nacimiento por ciclo fue de
35,7%y 28,5%.

Conclusiones: La CBAVD pareceria ser una forma genital de la fibrosis quistica, encontrdndose en los pacientes argen-
tinos con esta patologia una incidencia de mutaciones del CFTR similar a la de otros paises. Estos pacientes pueden
reproducirse por técnicas por lo que es importante efectuar estudios moleculares y brindarles consejo genético.

(Rev. Arg. de Urol,, Vol. 64, N° 3, Pag. 128, 1999)
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SUMMARY: Objective: To examine the incidence of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene
mutations in argentine patients with congenital bilateral absence of vas deferens (CBAVD), and the results of assisted
reproduction in this patients.

Material and methods: Seventeen patients with CBAVD were assessed clinically and tested for 22 gene mutations using
polymerase chain reaction (PCR) between April 95 and June 97. Fourteen cycles (9 patients) were treated by intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI) with epididymal (12 cycles) or testicular (2 cycles) sperm.

Results: All patients were in good health and without clinical evidence of cystic fibrosis. CFTR gene mutations were found
in 10 patients (58.8%). The overall fertilization rate in ICSI was 67.3% and the pregnancy and delivery rates per cycle was
35.7% and 28.5%.

Conclusion: CBAVD is a genital form of the cystic fibrosis and CFTR mutations is found in argentine patients in a similar
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incidence as in other countries. CFTR gene testing and genetic counselling is important in this patients since they can be

treated by assisted reproduction.

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 64, N° 3, P4g. 128, 1999)
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INTRODUCCION

La agenesia bilateral de las vias espermdticas (ABVE)
es un desorden raro, que compromete al 2% de los hom-
bres estériles!!). Se ha comprobado una asociacién entre
este tltimo cuadro y la fibrosis quistica®),

La fibrosis quistica es uno de los desérdenes genéticos
mds frecuentes en la poblacién®), se transmite en forma
autosOmica, recesiva, y afecta a 1 de cada 2.000 nacidos
vivos, y Ja mutacién es transportada en | de cada 2 indivi-
duos. Es una enfermedad generalizada que afecta las glan-
dulas exdcrinas y las glandulas sudoriparas de todo el cuer-
po, debida a un defecto del transporte de anién CI en las
membranas celulares de los epitelios glandulares. Sus prin-
cipales manifestaciones clinicas son la enfermedad pulmo-
nar obstructiva crénicay la insuficiencia del pancreas exé-
crino.

Mis del 95% de los hombres con fibrosis quistica son
también estériles, debido a azoospermia obstructiva cau-
sada por un mal desarrollo de los conductos mesonéfricos
que ocasiona una agenesia o atresia del epididimo, conduc-
to deferente y vesicula seminal (agenesia bilateral de la via
espermatica ABVE).

La fibrosis quistica se debe a una mutacién en el gen
que codifica una proteina denominada regulador trans-
membranoso de la fibrosis quistica (RTFQ: CFTR en in-
glés), que es un canal de cloro de la membrana plasmatica.
El gen de esta proteina se localiza en el cromosoma 7
(7921), habiéndose descripto mds de 500 mutaciones de
este gen, la mutacién mds frecuente en la fibrosis quistica
es la denominada delta FS08 (70% de los pacientes).

Debido a que la ABVE se presenta en la mayoria de
los hombres con fibrosis quistica, se sugirié que la ABVE
como linica manifestacién serfa una forma incompleta de
la fibrosis quistica, sin los sintomas pulmonares, pancred-
ticos o sudoriparos. Por lo tanto, se considera actualmente
que la ABVE es la forma genital de la fibrosis quistica®).

Recientemente se ha identificado una estrecha asocia-
cién entre la ABVE y las mutaciones del gen CFTRG: ©),

Estas consideraciones toman hoy relevancia desde el
momento en que los hombres con ABVE pueden reprodu-
cirse, ya que sus testiculos fabrican espermatozoides(?).
Las técnicas de fertilizacién in vitro asistidas con micro-
manipulador, como es la inyeccién espermadtica intracito-
plasmatica (ICSI) han permitido la reproduccién en estos
hombres utilizando espermatozoides recuperados de sus
testiculos o epididimos'®.

En este trabajo examinamos la incidencia de mutacién
en el CFTR en pacientes argentinos con ABVE, y los re-
sultados de los procedimientos de reproduccién asistida.

MATERIAL Y METODOS

Entre abril de 1995 y junio de 1997 se estudiaron 17
pacientes que consultaron por esterilidad en quienes se
efectud el diagnéstico clinico de ABVE. El diagnéstico fue
realizado si el espermograma mostraba azoospermia con
volumen eyaculatorio bajo (menor a 2 ml) y el pH menor
de 7, y sien el examen fisico no se palpaban los conductos
deferentes.

Todos los pacientes tuvieron una anamnesis detallada
con una particular evaluacién sobre sintomas pulmonares
y gastrointestinales. Se les efectué una historia familiar
sobre antecedentes de fibrosis quistica y un examen geni-
tal detallado. Se les realizé dosaje hormonal (FSH, LH,
prolactina y testosterona), y en algunos pacientes ecogra-
fia transrectal y ecografia renal.

Tanto los pacientes como sus esposas fueron estudia-
dos para 22 mutaciones del gen del CFTR usando la reac-
¢ién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN
extraido de sangre periférica. El estudio fue realizado en
el Center for Human Genetics Boston University (Direc-
tor: A. Milunsky). Las mutaciones estudiadas fueron:
R117H, R117L, 621+1G—T, 1507/1506, delta F508,
G351D, R553G, R553X, G542X, R560T, R560K,
181141G->T, 1717-1G->A, S549N, 1774 del CT, S549R,
S5491, W 1282X, R1283K, R1283M, N1303K, 3849-
10kbC->T.

En las parejas que ingresaron a una técnica de repro-
duccién asistida el esquema de estimulacién ovdrica se
efectud con andlogos de LH-PH desde el dia 22 del ciclo
previo, y a partir del segundo dia del ciclo se agregé gona-
dotrofinas (HMG o FSH) hasta el dfa de aparicién de los
criterios de aplicacion de la HCG. La recuperacion ovoci-
taria se efectu por ecograffa transvaginal, y la recupera-
cién de espermatozoides mediante puncién del epididimo
en forma percutdnea (PESA), o por puncién testicular
(TESA).

La técnica de fertilizacion asistida fue en todos estos
casos la inyeccién espermaética intracitoplasmatica (ICSI).
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RESULTADOS

Antecedentes: Todos los pacientes estudiados eran sa-
nos, sin evidencias de fibrosis quistica. Algunos referian
sfntomas respiratorios menores, tales como bronquitis, si-
nusitis o asma, que no comprometian el estado general. En
la historia familiar de los pacientes no se detectaron casos
de fibrosis quistica; solamente un .paciente tenia un her-
mano también con agenesia de vias espermaticas.

Estudio molecular de CFTR: (Tabla 1).

El estudio molecular de los pacientes detect6 una mu-
tacién en el gen en 10 de los 17 pacientes (58,8%), 9 en
estado de heterocigota simple (8 DF508/normal y 1
W1287/normal), y 1 en estado de heterocigota compuesto
(DF508/R117H). Los 7 pacientes restantes fueron norma-
les para las 22 mutaciones estudiadas, lo mismo que todas
las esposas de los pacientes.

Recuperacion de espermatozoides v reproduccion asis-
tida: Nueve pacientes realizaron 14 ciclos de ICSI. En 12
ciclos se utilizaron espermatozoides epididimarios recupe-
rados por puncién (PESA), y en 2 de testiculo (TESA) por
no haber obtenido espermatozoides de ta puncién del epi-

Resultados de estudio molecular del CFTR en los
pacientes con ABVE

AF508/Normal (8)

A2

Mutados 10 (58,8%) g W1287/Normal (1)
AF508/R117H (1)

Normales 7 (41,2%)

Tabla |

didimo. La muestra recuperada fue en todos los casos su-
ficiente para realizar la ICSI. En todos los casos se obtuvo
formacidén de embriones y transferencia, con una tasa de
fertilizacién media de 67,3%. Sc lograron 5 cmbarazos
clinicos (tasa de embarazo por paciente 55,5%, tasa de
embarazo por ciclo 35,7%), uno de los embarazos se abor-
16 en el segundo trimestre de embarazo y en los otros 4
casos se logro el nacimiento de chicos normales (tasa de
embarazo por paciente 44,4%, tasa de embarazo por ciclo
28,5%) (Tabla 2).

Resultados de los procedimientos de ICSI

Paciente Ciclo Origen CFTR % de fertilizacion N° de embriones  Embarazo
Espermatozoides logrado
1 1 Epididimo Mutado 60% 6 No
2 1 Epididimo Mutado 44,4% 4 No
2 Epididimo 66,6% 2 No
3 Epididimo 100% 6 No
(crio)
3 1 Epididimo Mutado 47% 8 No
2 Epididimo 70% 7 Si
4 1 Epididimo Normal 50% 2 No
5 1 Testiculo Mutado 80% 8 No
6 I Epididimo Mutado 90% 9 Si
7 1 Epididimo Normal 83% 5 No
2 Epididimo 64% 9 No
8 1 Testiculo Normal 40% 4 Si
9 1 Epididimo Normal 66% 8 Si*
2 Epididimo 81.8% 9 St
* Aborto.
Tabla 2
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No se registraron diferencias estadisticas en la tasas de
fertilizacién y de embarazo entre los pacientes que eran
portadores de una mutacién del CFTR y los que no la te-
nian (Tabla 3).

DISCUSION

La asociacién entre agenesia de vias espermaticas y
fibrosis qufstica ha quedado ampliamente demostrada. Sin
embargo, esto no sucede en todos los casos, tal como se
puede inferir de los distintos cuadros de agenesias de vias
y de sus asociaciones con malformaciones del tracto uri-
nario. El conducto mesonéfrico de Wolff se divide en la
séptima semana dando sus porciones genital y urinaria. EI
primero originard los dos tercios distales del epididimo, el
conducto deferente, la vesicula seminal y el conducto eya-
culador, mientras que la porcidn urinaria es necesaria para
el desarrollo del rifion y de la via excretora. Los pacientes
con agenesia bilateral de las vias espermaticas suelen no
tener malformaciones del aparato urinario, por lo que se
interpreta que el conducto de Wolff debe estar sano en el
desarrollo embrionario temprano, y que se afecta luego la
parte genital por defecto en el funcionamiento del
CFTR'9). Se considera que el dafio antes de la divisién del
conducto mesonéfrico pueda ocasionar ABVE junto con
agenesia renal bilateral, patologia letal, o con agenesia
unilateral de la via espermdtica, que tiene una alta asocia-
¢i6én con agenesia renal o ectopia renal (90 %)10),

El porcentaje de pacientes con ABVE y mutacién en el
CFTR varfa ampliamente entre 38 y 81%(11 12- 13- 14),
Posiblemente la variacién en los resultados dependa de las
técnicas utilizadas para la deteccion de las mutaciones, la
cantidad de mutaciones estudiadas y la poblacién analiza-
da. Se sabe que la frecuencia y el tipo de mutaciones no se
distribuye en forma igual en las diferentes poblaciones. En
nuestro estudio se evalda un numero grande de mutacio-
nes (22), en comparacion con la mayoria de los trabajos.
Ademas se estudia una poblacién heterogénea en cuanto a
sus orfgenes como es la argentina, lo que posiblemente
explique que el porcentaje de pacientes con mutaciones
esté en un valor medio (58,8%) respecto de lo encontrado
en los diferentes trabajos.

La razén por la que mds de un 40% de los hombres
estudiados sean negativos para alguna de las mutaciones

del CFTR puede deberse a distintas razones. Una es que
en algunos casos la ABVE puede no deberse a una muta-
cién en el gen de esta proteina. Otra posibilidad es que se
encuentre modificado el gen en una porcién no estudiada.
Asi se ha detectado que el intron 8 (regidn no codificante)
cuando presenta una secuencia denominada 5T puede cau-
sar niveles reducidos de la proteina CFTR normal. Chillon
v col. han demostrado que la mayorfa de los pacientes con
ABVE tienen mutaciones en el gen de CFTR, siendo lo
mis frecuentemente hallado la combinacién de una muta-
cién del CFTR en una copia del gen con la secuencia 5T
en la otra copia del gen'!3). Esto permitirfa explicar la base
genética de la ABVE.

Al existir més de 500 mutaciones del gen y la posibili-
dad de alteraciones en las regiones no codificantes, es po-
sible explicar que la combinacién de distintas mutaciones
en ambas copias del gen del CFTR daré los distintos cua-
dros de la fibrosis quistica, desde formas leves como pue-
de ser la ABVE en el caso que se combinen dos mutacio-
nes moderadas o una mutacién severa (ej. DF508) con la
variante 5T, hasta los cuadros severos de fibrosis quistica
con insuficiencia pancredtica en el caso que se combinen
dos mutaciones severas, pasando por los cuadros de fibro-
sis quistica con suficiencia pancredtica en que se asocian
una mutacion severa con una moderada.

Tal como lo mostramos en este trabajo los pacientes
con ABVE pueden en estos momentos lograr descenden-
cia gracias a las técnicas de reproduccin asistida, con una
tasa de nacimiento por paciente del 44% y una tasa de na-
cimiento por ciclo de 28,5%. Si bien se habia demostrado
que los pacientes con ABVE y con la mutacion AF508 te-
nian una menor tasa de fertilizacién que aquéllos que no
presentaban mutacién del gen'®}, en este trabajo utilizan-
do la técnica de ICSI no se evidencian estas diferencias, lo
que estaria demostrando que los espermatozoides con
mutacién en el gen presentarian un defecto especifico en
el proceso de capacitacién para ingresar al ovocitot!?), pero
que una vez atravesadas las cubiertas ovocitarias la posi-
bilidad de formar un embrién es similar, exista o no la
mutacion del gen de CFTR.

Debido a esta posibilidad de reproduccién de estos pa-
cientes es importante realizar la evaluacién del estado del
gen de CFTR en ambos miembros de la pareja, lo que per-
mitird estimar el riesgo genético de la descendencia. Los
hombres con mutacién del gen en estado homocigoto o en
estado heterocigota compuesto transmitirdn la mutacidn a

Resultados segin la presencia o no de mutacién del CFTR

Mutacion N° de pacientes N° de ciclos Tasa de fertilizacion Tasa de embarazo a

término/pacientes
Positivo (+) 5 8 69,7% 2/5 (40%)
Negativo (-) 4 6 64,1% 2/4 (50%)
Tabla 3
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la totalidad de su descendencia, mientras que en el caso de
hombres heterocigotas simples la transmision se da al 50%
de la descendencia. Teniendo en cuenta que la fibrosis qufs-
tica se transmite en forma autosémica recesiva, si la mujer
es portadora de una mutacién del gen de CFTR, segiin las
leyes de Mendel, los hijos estaran afectados en el 50% de
los casos cuando el hombre es homocigoto o heterocigota
compuesto, y en el 25% de los casos cuande el hombre es
heterocigota. Si la mujer es negativa para la mutacién y el
€sposo heterocigota, se considera que las chances de tener
un hijo con fibrosis quistica es de 1 en 410. En un futuro se
podrd realizar en aquellas parejas con alto riesgo de trans-
misidn de fibrosis quistica un diagndstico genético preim-
plantacional, y la posible terapia génica.

Por lo tanto, podemos concluir que la ABVE en un alto
porcentaje de casos estd asociada con mutacién del gen de
CFTR, pudiendo entender el proceso fisiopatolégico de la
patologia de la via espermdtica y debido a que estos hom-
bres hoy pueden reproducirse es importante un estudio
genético de ambos miembros de la pareja.
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COMENTARIO EDITORJAL

El trabajo del Dr. Rey Valzacchi y col., nos introduce
en un tema de tremenda actualidad. A través de un minu-
cioso desarrollo y una exhaustiva discusién describe ex-
celentemente un trabajo que sin duda se constituird en una
referencia obligada en la literatura de nuestro medio y
constituye una comunicacién de nivel internacional. No
voy a realizar comentarios metodoldgicos, ya que se trata
de un trabajo clinico descriptivo con una cuidadosa cva-
luacidén y seguimiento de la poblacién estudiada. Si cabe
destacar el importante nimero de casos estudiados por los
autores. Me voy a referir solamente a las implicancias de
la temdtica que abordan los autores y probablemente algu-
nos comentarios se superpongan con referencias de ellos,
que reitero, realizaron una medulosa discusién.

El desarrollo del YCSI (Inyeccion Intracitoplasmdtica
de un Espermatozoide)® se ha convertido en la técnica de
eleccién en reproduccién asistida para el tratamiento de la
esterilidad masculina. El advenimiento del ICSI permitio,
en los tdltimos afios, la reproduccién de varones estériles
que previamente no tenfan esa posibilidad, aun con las téc-
nicas més sofisticadas. Un dato clinico relevante lo cons-
tituye el hecho de que esta subpoblacién de varones con-
centra una variada patologia de origen genético en su me-
canismo etiolégico®).

Estas patologias genéticas que dan origen a los trastor-
nos de la espermatogénesis se encuentran tanto dentro de
los individuos con azoospermias obstructivas y no obstruc-
tivas como en los que tienen oligospermias y aspenozoos-
permias severas. Es asi como se describen dentro de indi-
viduos que ya han sido beneficiados con ICSI, trastornos
tales como anomal{as cromosémicas numéricas (incluyen-
do sindrome de Klinefelter), estructurales (translocaciones
e inversiones cromosémicas), deleciones del factor de la
azoospermia (AZF), ausencia congénita de las vias esper-
madticas (asociada con la delecién del gen de la fibrosis
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quistica) y otros sindromes genéticos mas raros como la
globozoospermia, diskinesia ciliar, sindrome de Kartage-
ner, zoides “multi—tailed”, etc. Asi también se describen
una alta incidencia de anomalias cromosémicas en zoides
de individuos oligoastenozoospérmicos con cariotipo nor-
mal en sangre. Muchos de estos trastornos pueden transmi-
tirse de padres a hijos y por lo tanto es un tema que ha pro-
ducido cierto grado de preocupaci6n y un gran debate, que
incluye aspectos éticos, en la comunidad cientifica durante
los dltimos afios en relacién con los posibles riesgos gené-
ticos del ICSI®, El tema que nos ocupa en el presente tra-
bajo, representa uno de los ¢jemplos mds conspicuos.

Recientes hallazgos de mutaciones en el gen CFIR en
varones sanos con agenesia bilateral de las vias espermati-
cas (ABVE) o pobre calidad espermdtica® pueden indi-
car que las mutaciones del gen CFTR tienen un rol impor-
tante en la reproduccién humana.

Tal como lo describe el Dr: Rey Valzacchi y col., 1a fi-
brosis quistica (FQ) es la enfermedad genética severa de
mayor prevalencia en la raza blanca. Responde a un meca-
nismo de herencia mendeliano autosémico recesivo. En su
forma cldsica, produce una enfermedad pulmonar crénica,
insuficiencia pancredtica exdcrina, concentracién de elec-
trélitos en el sudor y esterilidad en varones.

El gen responsable de la FQ estd localizado en el brazo
largo del cromosoma 7 y se lo denomina gen CFTR (Cys-
tic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Se
identificaron mas de 600 mutaciones y variaciones en la
secuencia del ADN en el gen CFTR, que se traducen en
una amplia variacion en la expresién de la FQ. En general,
la forma cldsica se correlaciona con la presencia de muta-
ciones severas en ambos alelos del individuo afectado. En
tanto, formas menos severas (cj.: funcién pancredtica nor-
mal y enfermedad pulmonar leve) se asocian con una mu-
tacién severa y otra leve.

La prevalencia de las distintas mutaciones presenta una
amplia variacién étnica. La mutacién (severa) conocida
como Delta F508 es la mds frecuente en muchas poblacio-
nes y ha sido la mds estudiada. Coincidentemente la fre-
cuencia de mutaciones delta-F508 en la poblacién que des-
criben los autores (9 en 17 casos) es similar con la estima-
da por el consenso del NIH para la poblacién que los nor-
teamericanos mal clasifican como hispénicos. Un punto
importante de) trabajo es que los autores testearon a los
pacientes para 22 mutaciones del gen CFTR, lo cual ade-
mds de jerarquizar la evaluacion, permite realizar un ase-
soramiento genético mds preciso. En este momento exis-
ten megalaboratorios que llevan a evaluar hasta 70 muta-
ciones sin haber incrementado los costos.

Alrededor de 97% de hombres afectados de FQ clinica,
tienen ABVE y por lo tanto son estériles. Por otra parte
existen individuos con ABVE que por lo demds son sanos.
Estos dltimos constituyen el 2% de los casos de esterilidad
masculina y el 6% de casos de azoospermia obstructiva.

La ABVE es un trastorno genético heterogéneo y una
proporcién importante de casos constituirian una forma
leve de FQ. El epididimo seria el érgano mas sensible a la
mutacion del gen CFTR, y la ABVE, la dnica expresién de
la enfermedad.

Una de las referencias que comentan los autores es la
de Chillon y col.1), quienes evaluaron la presencia de
mutaciones del gen CFTR en 102 varones con ABVE sin
sintomas clinicos de FQ. También analizaron el alclo 5T,
que es una variante del ADN de una regién no codificican-
te del gen CFTR pero que produce una proteina con me-
nor actividad. Observaron que el genotipo que combina un
alelo 5T con un alelo mutado de FQ, es la causa mds co-
miin de ABVE,

Finalmente, otro aspecto que asocia el gen de laFQ'y
la alteracion de la fertilidad masculina es su posible aso-
ciacién con disminucién de la calidad espermitica. La se-
crecion de agua y electrélitos por el epitelio del epididimo
es importante en la formacion de una secrecién 6ptima para
la maduracién y transporte espermatico. Este proceso estd
alterado en la enfermedad fibroquistica causada por la
mutacion del gen CFTR. Este concepto se correlaciona con
observaciones de distintos autores que encontraron mayor
frecuencia de mutaciones del gen CFTR en varones estéri-
les con distintos cuadros de disminucién de 1a calidad es-
permdtica (sin ABVE).

En el siguiente grafico se resumen las probables impli-
cancias de las mutaciones del gen CFTR en la fertilidad
masculinal?.

Gen CFTR y Fertilidad Masculina

Mutaciones del CFTR

Mala calidad
espermdtica

Wong, Mol. Hum. Reprod., 4: 107-1]0, 1998.

Del presente trabajo se desprende claramente la impor-
tancia del trabajo multidisciplinario que involucra no sélo
a los especialistas en reproduccién, sino también a espe-
cialistas en genética médica. Es decir, que antes de llevar a
cabo estas técnicas, es necesario realizar una evaluacién y
asesoramiento genético de cada pareja por los posibles
riesgos de FQ clinica en la descendencia. Dado que el es-
pectro de mutaciones del gen CFTR presenta marcadas
diferencias poblacionales, es importante conocer el origen
étnico de los miembros de la pareja, a los efectos de ase-
gurarse incluir las mutaciones mds frecuentes en la eva-
luacidn.

Enresumen, el Dr: Rey Valzacchiy col. realizan un sig-
nificativo aporte a un campo de reciente descubrimiento y
de creciente importancia como la relacién del trastorno
génico mds frecuente y su relacién con la fertilidad mas-
culina,
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