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La potencialidad reproductiva de los pacientes azoospérmicos ha profundizado la
identificacién de factores genéticos en estos pacientes a fin de poder tener un diagnos-
tico etiolégico mds claro y sobre esta base poder comunicar posibles riesgos genéticos
en la descendencia. Si bien se conoce desde hace anos que aproximadamente el 10 a
15% de los hombres con azoospermia no obstructiva presentan alguna alteracion cro-
mosémicall’, poco era conocido sobre alteraciones génicas, Actualmente se conocen
genes que participan en la espermatogénesis, en la formacion de la via espermdrica, en
la diferenciacion testicular, y en la regulacion hormonal de la espermatogénesis. Ac-
tualmente muchos de estos genes pueden ser evaluados, pudiendo identificar una etio-

logfa en los trastornos reproductivos masculinos.

Genes relacionados con la espermatogénesis

Si bien desde hace muchos anos se relacioné al cromosoma Y con la formacion de es-
permatozoides, recién en 1976 Tiepolo y Zufardi utilizando técnicas de citogenética des-
cribieron en 6 hombres azoospérmicos la delecion de una porcién del brazo largo del
cromosoma Y (Yq11)®. Debido a que ¢l estudio del cromosoma Y de los padres de
cuarro de ellos era normal, infirieron que estas deleciones eran de nove y que el ADN
de esa regidn del cromosoma Y debia llevar factores genéticos relacionados con la esper-
matogénesis. Esta region fue denominada AZF (Factor de la azoospermia, en inglés
Azoospermia Factor) y recién con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular
pudo ser profundizado su estudio.

Como parte del Proyecto Genoma Humano, en 1992 se maped parte del cromoso-
ma Y describiéndose en esta region AZF multiples STS {sitios conocidos de secuencia
rotulados, en inglés sequence tagged sites) >, Estos STS corresponden a fragmentos
grandes de ADN, pudiendo contener cada ST varios genes (o quizds ninguno).

El desarrollo de las técnicas de Biologia Molecular, como la PCR {(cadena en reac-
cién de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction) permitid el estudio de estos
STS en hombres con constitucién cromosémica aparentemente normal a las técnicas
citogenéricas en busca de microdeleciones. Vegt fue quien realizé uno de los estudios
que incluyé mayor niamero de hombres, estudiando 370 pacientes infértiles y sugirié
la existencia de 3 regiones dentro de AZFG), Esas regiones las llamé AZFa (proxi-
mal), AZFb (central) y AZFc (distal). Sus estudios correlacionaban las deleciones de
cada una de estas regiones con la histologia testicular y sugirié que la expresién de ge-
nes de AZFa se requieren para la proliferacion de las células germinales, genes de
AZFb para la progresién meidtica, y los genes de AZFc serfan activos durante la
meiosis tardia o en las espermaridas, lo que originaba que las deleciones en AZFa oca-
sionen un cuadro de Sertoli solo, las de AZFb una detencién en espermatocito, y las de
AZFc una detencidn en espermarida. Si bien esta nomenclarura de regiones se man-
tuvo, la correlacién con la histologia testicular no se pudo comprobar.

Si bien multples genes mapeados en AZF han sido propuestos como posiblemen-
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te relacionados con la regulacién de la espermatogéne-
sis®, (Tabla 1) solamente 2 familias de genes (RBM y
DAZ) son considerados actualmente como intervi-
nientes en este proceso.

Genes RBM

Los genes RBM (motivo de unién al ARN), RBM1 y
RBM2 fueron identificados en 19937, Aproximada-
mente 15 a 30 copias de estos genes estin dispersas alo
largo de los brazos corto y largo del cromosoma Y®!
Posiblemente muchas copias sean funcionales y otras
not*%, Un escudio reciente usando anticuerpos contra
la proteina de RBM en testiculos de hombres inférriles
con deleciones del cromosoma Y, localizan las copias
activas en la region AZFbU,

El RBM produce una proteina (RBMp) que tiene ex-
presion especifica en las células germinales localizindose
en sus nucleos, y que posee una secuencia de aminodcidos
que une especificamente al ARN (motivo de reconoci-
miento del ARN) teniendo posiblemente un rol en el spli-
cing del ARN2 Es posible que los genes RBM1 sean
requeridos para una normal fertilidad en el hombre. Sin
embargo, no es claro si la pérdida de estos genes causan
infertilidad masculina. La delecidn de las regiones que
contienen el RBM1 se acompana de detencién temprana
de la espermatogénesis a nivel de espermatocitos. El
cyaculado de estos pacientes habitualmente es azoos-
pérmico, pero también se han descripto severamente
oligozoospérmicos. El mecanismo por ¢ cual puede ha-
ber espermatogénesis en algunos casos no estd claro.

Nomenclatura Nombre del gen Intervalo en
Yq11
BPYZ Basic protein Y AZFc
DAZ Deleted in azoospermia AZFc
DBY DEAD-box Y AZFa
PRY PTP-BL related ¥ AZFc
RBM RNA binding motif AZFb
SMCY Selected mouse € DNA'Y AZFb
TSPY Testis specific protein Y encoded ~ AZFb
Tyl Testis transcript Y1 AZFc
Y2 Testis transcript Y2 AZFc
Uty Ubiguitous transcribed Y AZfFa
DFFRY Drosaphila fat facets related Y AZFa
EIF1AY Essential initiation
traslation factor IAY AZFb

Tabla 1. Genes mapeados en el cromosoma Y humano en AZFa, AZFb,
AZFc.

El gen RBM parece derivar de un gen autosémico,
el hnRNPG, ubicado en el cromosoma 6 con quien
presenta una similitud de secuencia del 67%13), La du-
plicacién y cransposicion de este gen al Y debe haber
ocurrido hace mas de 130 millones de afios, previo a la
divergencia de los marsupiales .
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Genes DAZ (Delecionado en azoospermia)
Inicialmente se identificé una familia de genes denomi-
nados DAZ (delecionados en azoospermia) ubicados
en la region AZFc, constituido por un niimero de 6 a
10 copias“‘*)‘ Otra tamilia de genes inicialmente deno-
minados SPGY (genes de la espermarogénesis en el Y,
del ing[és spermatogencsis gene on the Y)(H), se sabe ac-
tualmente que forman parte de la familia de genes
DAZ, y por lo tanto el DAZ actualmente se denomi-
na DAZ1,y al SPGY, DAZ211¢),

A diferencia de los genes RBM que estdn dispersos
por el cromosema Y, los genes DAZ mapean todos en
la region AZFc (se encuentran agrupados), por lo que
la delecion de todas sus copias es més factible. Mientras
que el 6 al 13% de los hombres infértiles presentan de-
lecidn de DAZ, esta situacion no se observa en hombres
fértiles, apoyando su posible rol en la esterilidad (17.18;,
Asimismo la disrupcion en modelos animales de genes
relacionados con el DAZ (denominados DAZL de
DAZ like) ocasiona infertilidad*?,

Asi como ¢l RBM, el DAZ parece haber evolucio-
nado de un gen autosémico. El DAZ tiene una simili-
tud de secuencia del 89% respecto del DAZL que se
ubica en el cromosoma 3. La duplicacién y transposi-
cién del DAZL al cromosoma Y ha ocurrido antes de
la divergencia de los monos del viejo mundo, y después
de la divergencia de los monos del nuevo mundo, entre
36 y 55 millones de aniost?0),

El DAZ produce una proteina fijadora de ARN,
con ubicacién en el citoplasma de células germinales,
actuando posiblemente en la regulacion del transporte
y almacenamiento del ARN mensajero(m.

Los hombres con delecion de AZFc¢ pueden pre-
sentar cuadros desde la azoospermia hasta oligozoos-
permias extremas, lo que hace pensar que el DAZ no
ha de ser fundamental para la formacién espermdtica, y
que los diferentes fenotipos se deban a diferentes gra-

dos de penetracion de la muracion.

iQué porcentaje de hombres infértiles presentan
deleciones de AZF?

La frecuencia de microdeleciones de la regién AZF va-
ria ampliamente entre los estudios con un rango entre
1 a 28% (media de 10%) (Tabla 2). Esta variabilidad
probablemente refleja el criterio diferente utilizado en
la seleccion de los pacientes y el nimero y tipo de STS
utilizados.

iQué pacientes deben ser evaluados para microde-
leciones del Y?

Si bien no existe un consenso la mayoria de los traba-
jos avalan el estudio en los pacientes con azoospermia
no obstructiva y con oligozoospermia severa. Un estu-
dio en 202 hombres subférriles y 101 controles férriles
examinando 16 STS detectd una microdelecién en el
6,8% de los azoospérmicos y en el 3,5% de los oligo-

Azoospermia

Oligozoospermia

Autor N estudiados N con delecion % con delecion N estudiados N con delecién % con delecidn conAd:I)te?:lién
Reijo™¥ 14 89 12 13 — — 13
Foresta 16 5 31 23 6 26 28
Kent- First™ 3 0 0 19 1 5 5
Najmabadi®¥ 50 10 20 10 1 10 18
Qureshi®® 51 4 8 47 4 9 8
Reijo® 18 — — 35 2 6 6
Stuppiat?® 19 4 21 14 2 14 18
Vogti? 370 7 2 — 6 2 4
Girardi®® 108 7 6 42 3 7 7
Kremer®) 19 0 0 111 7 6 5
Simonit3¥ 74 3 4 94 2 2 3
Pryor3Y 26 b 23 72 7 10 13
Vereh®?) 43 5 12 115 0 0 3

Tabla 2. Deleciones de {a region AZF en pacientes infértiles.



zoospérmicos severos, sin detectarse deleciones en los
hombres con mis de 500.000 espermatozoides/ml, ni
en los controles fértiles®?). Sin embargo, el trabajo que
tiene evaluados mds hombres (514 infértiles y 920 con-
troles fértiles), demuestra la existencia de deleciones en
un 20,5% de los 278 azoospérmicos o severamente oli-
gozoospérmicos, en un 7% de los 200 pacientes inférti-
les no seleccionados por sus valores espermaticos, y en
el 0,87% de los 920 controles férrilest®®.

Estos dacos posiblemente hagan pensar que sean
necesarios mayores estudios poblacionales para definir
en quien efectuar una evaluacién, lo mismo que el valor
que puedan tener esas microdeleciones de STS en
hombres fértiles. Lo cierto es que la proporcién de
hombres azoospérmicos y oligozoospérmicos severos
tienen un riesgo incrementado de presentar una micro-
delecion, y por otra parte son los pacientes candidatos
2 una técnica de 1CSI, donde ¢l médico intervendri ac-
tivamente en el logro del embarazo y por lo tanto debe
poder informar de los posibles riesgos genéticos.

iComo se debe efectuar el estudio?

Actualmente el estudio se realiza en linfocitos de san-
gre periférica, utlizando la técnica de PCR. Segura-
mente cuantos mis STS puedan evaluarse mas com-
pleta sera ésta. Sin embargo, esto también puede llevar
a un mayor margen de error y por otro lado que no
siempre se conoce e| valor que tiene la pérdida de un
STS en relacién con la espermatogénesis, y por lo tan-
to puede ser dificultoso interpretar si éste sea o no un
polimorfismo. Lo cierto es que al dia de hoy existen dos
familias de genes (RBM y DAZ) que han sido identi-
ficados como relacionados con el proceso de esperma-
togénesis y por lo tanto su delecién puede ser respon-
sable de la alteracién espermitica. Estos son los genes
que estudiamos actualmente y que nos permite evaluar
a las regiones AZFb (RBMI1 y RBM2) y AZFc
(DAZ1y SPGY o DAZ2).

Algunos trabajos actuales publican la posibilidad de
mosaicismo y que estos genes pueden expresarse en
sangre periférica, pero no en las células testiculares, por
lo que son hombres que puedcn transmitir una Micro-
delecién, aunque su estudio sea normal®®). Esto posi-
blemente haga plantear la orientacién hacia la bisque-
da de mosaicismos estudiando células germinales.

iSe debe pedir si existe otra patologia detectada?

La posibilidad de encontrar una microdelecién pa-
rece ser independicente de la presencia de otra parologia,
tal como fue mostrado en una comunicacién del grupo
de Cornell, en quienes las respuestas a los tratamientos
convencionales (¢j. varicocelectomias, estimulaciones
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hormonales) eran mucho peor cuando se encontraba
presente una microdelecién del cromosoma Y 36),

Esto tiene 2 aspectos pricticos, el primero que no
siempre encontrar una patologia (ej. varicocele) signifi-
ca que ésta sea la causa principal y que por lo tanto el
hombre debe ser evaluado completamente; segundo
que al tener més datos uno puede predecir mejor la po-
sibilidad de respuesta a una terapéutica.

:Como se debe interpretar el resultado de este es-
tudio?

Posiblemente ésta sea la respuesta mas dificil de res-
ponder de todas las que estamos haciendo. Sil resul-
tado es normal (no existen deleciones) deberemos pen-
sar que no existen pérdidas de las secuencias de ADN
estudiadas en las células somiticas. Sin embargo, pue-
den existir pérdida de otras secuencias que no estudia-
mos, o puede ser que el hombre tenga un mosaicismo y
como consecuencia su estudio es normal pero en sus
células germinales esa secuencia que estudiamos en
sangre periférica no se exprese y por lo tanto se trans-
mitird ésta a la descendencia®”.

Si el resultado es positivo interpretaremos que se ha
delecionado una secuencia del ADN del cromosoma Y
y que esta region estudiada (AZF) estd asociada con de-
fectos de la espermatogénesis y por lo ranto esta alcera-
cién puede ser la causa de su alteracién espermarica. Sin
embargo, como en muchos estudios se evaltan secuen-
cias y no genes en algunos casos podra corresponder a
un polimorfismo. Ante esta duda puede ser importante
efectuar estudios en el padre 0 en hermanos para evaluar
la presencia o no de este cuadro y su posible alteracion de
la fertilidad. Ciertamente, como vimos previamente, la
delecion de los genes DAZ y RBM se encuentra fuerte-

mente asociada con la alteracién germinal.

iExiste correlacion entre el fenotipo espermatico y
la delecidn existente?

En un primer momento Vegt propuso la existencia de 3
regiones AZFa, AZFb,y AZFcy que cada una de ellas
se correspondia con un cuadro histolégico del testicu-
Jo. Asi, la delecion de la regiona” se correspondia con el
cuadro de Sertoli solo, el de la “b” con una detencién a
nivel meidtico, y el de la "¢’ con una detencién tardia
(espermitida). Esto permitia interpretar la existencia
de distintos genes en estas regiones relacionado cada
uno de ellos con distintos pasos de la espermarogénesis.
Sin embargo, esto no pudo ser contirmado.

Sabemos actualmente que un porcentaje de oligo-
zéospérmicos tienen delecion de AZF (habitualmente
la regién ¢) y que en un 50 % de los azoospérmicos con
deleciones de AZFc se pueden encontrar focos de es-



permatogénesis en el testiculo®®3%, Esto hace pensar
que el fenotipo puede ser variado (desde azoospérmico
hasta oligozoospérmico), y que esto se deba posible-
mente a la existencia de interacciones entre distintos
genes, 0 a la existencia de otras copias del mismo gen
(recordar que son familias de genes) o genes autosomi-
cos (como el DAZL) que puedan suplantar parcial-
mente estos genes delecionados.

Existen evidencias de que cuanto mds extensa es la
delecion y especialmente si compromete las regiones
AZFay AZFb las posibilidades de recuperar esperma-
tozoides en el tesciculo son nulas. Esto es importan-
te porque el estudio puede orientar previo a un TESE
en pacientes que ingresaran a un 1CSI, pudiendo evitar
el procedimiento.

;Pueden ser fértiles los pacientes con deleciones
del cromosoma Y?
Desde el momento que algunos hombres con microdele-
ciones del Y tienen espermatozoides, tendrin la posibili-
dad de reproducirse, dificilmente por via natural o asisti-
dos por las técnicas de reproduccién asistida (ICSI).

Existen algunos pocos trabajos que comunican la
paternidad de hombres con delecion del cromosoma Y,
todos ellos logrados por ICSI ya sea utilizando esper-
matozoides eyaculados o recuperados del testiculol*142),
En todos los casos donde los hijos son varones se detec-
ta la misma delecién que tiene el padre, es decir tiene
una transmision del 100% para los hijos varones.

Tenemos 2 casos de embarazos en pacientes con de-
lecién de la regién AZE uno de ellos es un paciente
azoospérmico con compromiso del DAZ1 al cual se le
efectué un TESE mas ICSI obteniendo el embarazo y
nacimiento de un hijo varén sano, quien realizara el es-
tudio molecular. El otro paciente era un hombre con
oligozoospermia marcada con una microdelecién de un
STS de la regién AZFb (Y6H34) quien logré un em-
barazo de un varén por via natural. Posiblemente en es-
te tltimo caso serd necesario aclarar la transmision de
esta delecién y surol en la ferrilidad.

Siempre se plantea si estos pacientes deben acceder
a un procedimiento de reproduccion asistida, ya que se
esta participando en la transmisién de una murtacién
que normalmente se perderfa. Lo cierto es que el riesgo
de incrementar significativamente la poblacion de
hombres estériles a través del ICSI de estos pacientes
parece poco probable, teniendo en cuenta el porcentaje
de hombres estériles (10%), el porcentaje de estos hom-
bres que tienen microdeleciones del Y (5%), el porcen-
taje de éstos que tienen espermatozoides (menos del
50%), el porcentaje de hombres que tienen posibilidad
de acceder a un 1CSI (gencralmente bajas por razones

sociales, econdmicas y personales), y el porcentaje de
ICSI que llega a embarazo a término (30%). Si uno rea-
liza esta cuenta, seguramente se dara cuenta de que la
cantidad de nifios nacidos en el mundo con microdele-
cién del Y serd infima y poco posible que incremente la
esterilidad en la poblacién.

Asimismo, si bien éstas han de ser mutaciones que
tenderian a perderse ya que son productoras de esteri-
lidad, ha de existir un mecanismo de mantenimiento de
estas deleciones en la poblacién que hace que se man-
tengan generacién tras generacion.

Tal como fue presentado recientemente, se interro-
g6 aun grupo de parejas portadoras de microdeleciones
del Y sobre si deseaban hacer una ICS], explicandoles
el riesgo de transmision, y el 85% de ellas aceptd efec-
tuar el procedimiento.

Como vemos se ha producido un gran avance en es-
te campo de genes relacionados con la espermatogéne-
sis, quedando todavia muchas dudas por aclarar.

Genes relacionados con la formacion de la via es-
perméatica

La via espermatica estd constituida por el epididimo, el
conducto deferente y el conducto eyaculador y deriva
embriolégicamente del conducto mesonéfrico de Wolff.
La diferenciacién de este conducro tiene una base hor-
monal; sin embargo, a partir de una patologia como es
la agenesia bilateral de la via espermatica (ABVE) se ha
identificado la existencia de genes que intervienen en el
proceso de formacion de los conductos.

La ABVE es un desorden raro, que compromete al 2%
de los hombres escériles*?). Se ha comprobado una aso-
ciacién entre este iltimo cuadro y la fibrosis quistica(‘“).

La fibrosis quistica es uno de los desérdenes genéti-
cos més frecuentes en la poblacién“”, transmitiéndose
en forma autosémica recesiva, y afectando a 1 de cada
2.000 nacidos vivos y siendo transportada la mutacion
en 1 de cada 20 individuos. Es una enfermedad genera-
lizada que afecta las glandulas exécrinas y las glandulas
sudoriparas de todo el cuerpo, debida a un defecto del
transporte de anién Cl- en las membranas celulares de
los epitelios glandulares. Sus principales manifestacio-
nes clinicas son la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica y la insuficiencia del pincreas exocrino.

Mais del 95% de los hombres con fibrosis quistica
son también estériles, debido a azoospermia obstructi-
va causada por un mal desarrollo de los conductos me-
sonéfricos que ocasiona una agenesia o arresia del epi-
didimo, conducto deferente y vesicula seminal.

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




inglés), que es un canal de cloro de la membrana plasma-
tica. El gen de esta proteina se localiza en el cromosoma
7 (7q21), habiéndose descripro mis de 500 mutaciones
de este gen a lo largo de sus 27 exones, siendo la mura-
cién mds frecuente en la fibrosis quistica la denomina-
da delta F508 (70% de los pacientes).

Debido a que la ABVE se presenta en la mayorfa de
los hombres con fibrosis quistica, se sugirid que la AB-
VE como dnica manifestacién serfa una forma incom-
pleta de la fibrosis quistica, sin los sintomas pulmonares,
pancredticos o sudoriparos. Por lo tanto, se considera
actualmente que la ABVE es la forma genital de la fi-
brosis quistica(%).

Recientemente se ha identificado una estrecha aso-
ciacién entre la ABVE y las mutaciones del gen
CETRW ), E| porcentaje de pacientes con ABVE y
mutacién en el CFTR varfa ampliamente entre 38 y
81%(4959)(Tabla 3). En un estudio que realizamos en
17 pacientes con ABVE evaluamos 22 mutaciones del
gen del CFTR, encontrando en 10 de ellos (58,8%) al-
guna de las mutaciones estudiadas. La muracién mds
frecuente (9 de los 10 hombres) fue la delra F5080%).,
Posiblemente la variacién en los resultados dependa de
las técnicas utilizadas para la deteccién de las muracio-

Autor N° pacientes 2 mutaciones 1 mutacion N° mutacién
Zielenski 70 13% 57% 30%
Mercier 67 24% 42% 34%
Oates 49 18% 64% 18%
Jarvi 25 16% 20% 64%
Rey Valzacchi 17 6% 53% 41%
Cuiard 8 25% 50% 25%

Tabla 3. Frecuencia de mutacion del CFTR en pacientes con ABVE,

Autor N°Pacientes 5T 2 mutaciones 1 mutacién N° mutacidn

Chillon 102 - 19% 53% 28%
+ 53% 25% 22%
Zielenski 70 - 13% 57% 30%
+ 59% 20% 21%
Costes 45 - 33% 56% 11%
+ 80% 9% 5%
Dumur 38 - 16% 39% 45%
+ 40% 26% 34%

Tahla 4. Frecuencia de mutacion del CFTR incluyendo Ia variante 5T en
pacientes con ABVE.

Rev. Arg. de Urol. - Vol 68 (1) 2003

nes, la cantidad de mutaciones estudiadas y la pobla-
cién estudiada. Se sabe que la frecuencia y el tipo de
mutaciones no se distribuye en forma igual en diferen-
tes poblaciones. En nuestro estudio se evalué un nime-
ro grande de mutaciones (22}, en comparacion con la
mayoria de los trabajos. Ademis, se estudié una pobla-
cién heterogénea en cuanto a sus origenes como es la
argentina, lo que posiblemente explique que el porcen-
taje de pacientes con mutaciones esté en un valor me-
dio (58,8%) de lo encontrado en los diferentes trabajos.

iPor qué no todos los pacientes con agenesias de
vias espermaticas tienen una mutacion del CFTR?
La razén por la que mis de un 40% de los hombres es-
tudiados sean negativos para alguna de las mutaciones
del CFTR puede deberse a distintas razones. Una po-
sibilidad es que se encuentre modificado el gen en una
porcién no estudiada. Asi se ha detectado que el intrén
8 (region no codificante) cuando presenta una secuen-
cia denominada 5T puede causar niveles reducidos de
la proteina CFTR normal. Chillon y col. han demostra-
do que la mayoria de los pacientes con ABVE tienen
mutaciones en el gen de CFTR, siendo lo mas frecuen-
temente hallado la combinacién de una mutacién del
CFTR en una copia del gen con la secuencia 5T en la
otra copia del gen® (Tabla 4). Esto permiiria explicar
la base genérica de la ABVE.

Otra posibilidad es que en algunos casos la ABVE
puede no deberse a una mutacion en el gen del CFTR,
lo cual se puede inferir de los distintos cuadros de age-
nesias de vias y de sus asociaciones con malformaciones
del tracto urinario. El conducto mesonéfrico de Wolff se
divide en la 7ma. semana dando sus porciones genital y
urinaria. El primero originard los dos tercios distales
del epididimo, el conducto deferente, la vesicula semi-
nal y el conducto eyaculador, mientras que la porcion
urinaria es necesaria para el desarrollo del rinén y de la
via excretora. Los pacientes con agenesia bilateral de las
vias espermdticas suelen no tener malformaciones del
aparato urinario, por lo que se interpreta que el conduc-
to de Wolff debe estar sano en el desarrollo embrionario
tremprano, y que se afecta luego la parte genital por de-
fecto en el funcionamiento del CFTR.®%) Se considera
que el dano antes de la division del conducto mesoné-
frico pueda ocasionar ABVE junto con agenesia renal
bilateral, patologia letal, o con agenesia unilateral de la
via espermdtica, que tiene una alta asociacion con age-
nesia renal o ectopia renal (90 %).05¢

jExiste una relacion entre el tipo de mutacion y el
fenotipo?
Al existir mis de 500 murtaciones del gen y la posibili-



dad de alteraciones cn las regiones no codificantes, es
posible explicar que la combinacién de distincas muta-
ciones en ambas copias delf gen del CFTR dara los dis-
tintos cuadros de la fibrosis quistica, desde formas leves
como puede ser la ABVE en el caso que se combinen
dos muraciones moderadas o una mutacién severa (ej
AF508) con la variante 5T, hasta los cuadros severos de
fibrosis quistica con insuficiencia pancredtica en el caso
que se combinen dos muraciones severas, pasando por
los cuadros de fibrosis quisticas con suficiencia pan-
creatica en que se combinan una mutacién severa con
una moderada.

iCudles son las posihilidades de reproduccion en
estos pacientes?

Estas consideraciones toman hoy relevancia desde ¢l mo-
mento en que los hombres con ABVE pueden reprodu-
cirse, ya que sus testiculos fabrican espermatozoidcs‘:m.
Las técnicas de fertilizacién in vitro asistidas con micro-
manipulador, como es la inyeccidn espermatica intracito-
plasmatica (ICST) ha permitido la reproduccion en estos
hombres utilizando espermatozoides recuperados de sus
testiculos o epididimos(%). En nuestra experiencia los pa-
cientes con ABVE pueden en estos momentos lograr
descendencia gracias a las téenicas de reproduccion asis-
tida, con una tasa de nacimiento por paciente del 44% y
una tasa de nacimiento por ciclo de 28,5%.

Si bien se habia demostrado que los pacientes con
ABVE y con la mutacién AF508 tenian una menor ta-
sa de fertilizacién (al realizar fertilizacion i vitro - FIV)
que aquélfos que no presentaban muracion del gen(sg),
nosotros pudimos demostrar que utilizando la técnica
de 1CSI no se evidencian estas diferencias, lo que esta-
ria mostrando que los espermarozoides con mutacion
en el gen presentarian un defecto especifico en el proce-
so de capacitacién para ingresar al ovocito®, pero que
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una vez acravesadas las cubiertas ovocitarias la posibili-
dad de formar un embrion es similar, exista o no la mu-

tacién del gen de CEFTR.

;Cuales son los riesgos genéticos en la reproduc-
cion de estos hombres?
Debido a esta posibilidad de reproduccion de estos pa-
cientes es importante realizar la evaluacion del estado
del gen de CFTR en ambos miembros de la pareja, lo
que permitird estimar el riesgo genético de la descen-
dencia. Los hombres con mutacién del gen en estado
homocigoto o en estado heterocigota compuesto trans-
mitiran la muracion a la totalidad de su descendencia,
micntras que en el caso de hombres hererocigotas sim-
ples la transmision se da al 50% de la descendencia. Te-
niendo en cuenta que la fibrosis quistica se transmirte
en forma autosémica recesiva, si la mujer es portadora
de una muracién del gen de CFTR , segun las leyes de
Mendel, los hijos estarin afectados en el 50% de los ca-
sos cuando el hombre es homocigoto o heterocigota
compuesto, y en el 25% de los casos cuando el hombre
es heterocigorta. Si la mujer es negativa para la mutacion
y el esposo heterocigora, se considera que las chances de
tener un hijo con fibrosis quistica ¢s de 1 en 410.

En un futuro se podré realizar en aquellas parejas
con alto riesgo de transmisién de fibrosis quistica un
diagnéstico genérico preimplantacional, y la posible te-

rapia génica.

Genes relacionados con la diferenciacion sexual

El proceso de diferenciaciéon sexual en sentido masculi-
no depende de la presencia de un gen localizado en el
brazo corto del cromosoma Y denominado SRY (del
inglés Sex-determining Regron Y)", EI SRY es el gen que
durante afos se conocid como TDF (factor derermi-
nante testicular), siendo el gatillo que disparala cadena
de la diferenciacion testicular. Este gen se ubica en el
borde {a 5 kb} de la region pseudoautosémica del cro-
mosoma Y (que es homéloga a la del X, apareandose y
recombinando con ella), siendo pequefio y sin intrones,
y codifica una proteina de 204 aminodcidos, que contie-
ne en su parte media una region conservada en otras es-

Gen CFTR Gen CFTR materno

paterno M severa M media Normal 57

M severa CF CF/CBAVD N CBAVD/N
M media CF/CBAVD  CF/CBAVD/N N CBAVD/N
57 CBAVD/N CBAVD/N N CBAVD/N

Tabla 5. Riesgos genéticos segln las genotipos de los progenitores




pecies denominada caja HMG (caja del grupo de pro-
teinas de alta movilidad)(?, Esta proteina se liga al
ADN teniendo un papel regulatorio de la actividad de
otro u otros genes. Una hipétesis posible es que la ac-
¢ién inicial de la proteina de SRY es inhibitoria (cance-
la una rranscripcidn) de un supuesro elemento Z, que
a su vez inhibe el desarrollo de la génada masculina,
por lo cual su accidn finalmente dcja Jibre la formacion
del resticulo. Sin embargo, todavia es desconocido el
gen o los genes blancos inmediatos al SRY¢364),

Existen hombres que consultan por esterilidad con
azoospermiay en los cuales se detecta una constitucién
cromosémica 46 XX, cuadro denominado Reversién
sexual (Sex reversal). Este cuadro se registra en 1 de
20.000 nacidos vivos. Si bien presentan caracteristicas
generales completamente masculinas, con desarrollo
sexual normal, como dijimos suelen consultar por este-
rilidad presentando azoospermia con hipotrofia testi-
cular. El cariotipo evidencia el de una mujer normal,
46XX, pero ¢l uso de sondas de ADN permiti6 de-
mostrar que en un alto porcentaje de los casos (70%) se
pucde detectar un fragmento del cromosoma Y (el gen
SRY) en uno de los cromosomas X%,

El mecanismo de insercién del ADN del cromoso-
ma Y cn un cromosoma X se ha podido demostrar en
una serie de estos pacientes, debiéndose a un error en la
meiosis de su padre donde, al aparearse el cromosoma
Y con el X (por su region pscudoautosémica), se pro-
dujo un crossing over o recombinacion genérica fuera de
a region pseudoautosdmica (que es la que normalmen-
te la realiza). Entonces si la recombinacion se extiende
un poco por fuera de la regién psendoautosomica (hacia
el centrémero) hay una gran posibilidad que involucre al
gen SRY, dado que como dijimos estd muy cerca de es-
ta regién, y el SRY se incorporard al cromosorma X (66},

Por lo tanto estos individuos 46XX mds SRY co-

Regiones
pseudoautosémicas

Disyuncion
normal

Disyuncion
anormal

«—— X con SRY
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menzaran la cascada de diferenciacién en sentido mas-
culino, adquiriendo un fenotipo de tal; sin embargo, no
poseeran los otros genes del cromosoma Y (previamen-
te descriptos) involucrados en la espermatogénesis y
por lo tanto seran azoospérmicos.

Sin embargo, hay una minoria de varones XX en
los cuales las sondas del cromosoma Y no dan positivas.
En este grupo se incluyen casos de incidencia familiar,
lo cual sugiere la transmisién de un gen mutado. Casos
similares se ven en algunos mamiferos y se ha sugerido
que en ellos existe una mutacién de otro gen —diferen-
te al SRY~ que estd integrado a la cascada reguladora
de la determinacion sexual, posiblemente al supuesto
gen Z previamente referidot7.

En la cascada de la diferenciacién sexual se han
identificado genes previos al SRY que estarian involu-
crados en la diferenciacién remprana de la génada indi-
ferenciada, como son el gen del tumor de Wilms (WT-
1) y el gen del SF-1 (factor de la esteroideogénesis
1) y genes posteriores al SRY que serian acrivados
luego que el SRY se ha transcripto, como el DAX-100)
y el SOX-97Y, Posiblemente estos genes estén involu-
crados en algunos cuadros de alteraciones de la diferen-

ciacién sexual.

Genes relacionados con la regulacion hormonal de
la espermatogénesis

Para que se lleve a cabo una espermatogénesis cuali y
cuantitativamente normal se requiere niveles adecua-
dos de FSH, LH y testosterona. Algunos cuadros que
pueden presentarse con azoospermia se deberin a de-
fectos génicos en la sintesis de estas hormonas, sus fac-
tores reguladores o sus receptores.

Defectos del Factor liberador de gonadotrofinas
(LH-RH). Sindrome de Kallmann

Este sindrome es un desorden congénito manifestado
por déficit aislado de LH y FSH asociado con hipos-
mia o anosmia debido a un desarrollo defectuoso del
bulbo olfatorio. Se caracteriza por ser un hipogonadis-
mo hipogonadotréfico debido a una deficiencia en el
factor liberador de gonadortrofinas (LH-RH). Por este
déficit se produce una falta en la estimulacién del gona-
dotropo hipofisario y por lo tanto hay secundariamen-
te un déficit en los niveles de FSH y LH, lo que se tra-
duce en una falea de estimulacion de la espermatogéne-
sis y de la esteroideogénesis testicular, con falta de viri-
lizacion. Clinicamente se puede asociar con anosmia,
asimetria facial, paladar hendido, labio leporino. El
examen genital puede revelar micropene y criptorqui-
dia, con hiportrofia testicular marcada. El tratamiento
con testosterona permitird la virilizacién, mientras que
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la recuperacién de la espermatogénesis puede lograrse
con la adminiscracién de LH-RH en forma pulsicil o
directamente con gonadotrofinas (FSH y HCG).

Su frecuencia es aproximadamente de 1:10.000 a
1:60.000 nacidos vivos. Puede ser debido a una muta-
cién aislada o a una forma transmisible. Esta tltima
forma puede tener una forma de transmision autos6-
mica dominante, aunque algunas familias demuestran
un modelo autosémico recesivo o recesivo ligado al X.
La forma ligada al X es atribuible al gen KALIG-1
(Kallmann's syndrome interval gene 1), localizado en el
brazo corto del cromosoma X (Xp22.3)72. El gen
KALIG-1 es responsable, junro con otros genes, de la
elaboracion de una proteina que es similar en estructu-
ra 2 orras moléculas de adhesion de células neurales).
Este tipo de proteinas desempenan un rol critico en
dirigir el crecimiento y desarrollo de los axones. Los
resultados sugieren que la mutacién del gen causa un
defecto en la migracién neuronal durante el desarrollo
embrionario, involucrando la orientacién espacial del
crecimiento de las neuronas que contienen LH-RH,
luego que emergen del drea olfatoria para migrar al hi-
potalamo. Posiblemente la asociacion con otros sinto-
mas se deba a defectos en la migracion celular de esa
regidén embrionaria.

Defectos en la actividad de las gonadotrofinas

La LH y la FSH son moléculas conformadas por dos
subunidades (alfa y beta); la subunidad alfa es comun a
ambas, mientras que la beta es especiﬁca a cada una,
por lo que las anormalidades en esta subunidad condu-
ciran a hormonas biolégicamente inactivas. El gen de la
subunidad alfa ha sido localizada en el cromosoma 67
mientras que el de la subunidad bera de LH esta ubica-
da en 19q13.27%) y el de beta FSH ha sido localizado
en 1lpter—pll.2<7é)‘ El gen humano del receptor de LH
ha sido mapeado en 2p21.

Se ha diagnosticado un cuadro de LH inactiva por
una sustitucion en una base del gen de la subunidad be-
ta, que resulté en la conversidn de glutamina a arginina
en el aminoacido 54 de la subunidad beta de LH7). En
el estado homocigota el efecto fue la ausencia de desarro-
llo puberal normal e infertilidad, y en el estado heteroci-
gota sélo hubo infertilidad. El paciente homocigora tenfa
un retraso puberal con testiculos hipotréficos descendi-
dos y con LH inmunoactiva elevada, pero con bioacrivi-
dad disminuida. Esto haria pensar que la LH no es im-
prescindible para la diferenciacién sexual masculina, y
que los andrégenos prenatales se produjeron por la esti-
mulacion de la hCG placentaria. El paciente fue tratado
con hCG logrando un conteo espermirico de 11 mullo-
nes de espermatozoides-ml con 50% de movilidad.
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Un déficit en FSH ha sido descripto en una mujer
que era homocigota para una delecién en dos pares de
bases en el exon 3 del gen de la subunidad beta de
ESH. La ESH era anormal funcionalmentel7®. Si bien
se han descripto hombres con déficit aislado de FSH
que tienen desarrollo puberal normal (pues tienen LH)
con azoospermia u aligozoospermia severa, no se ha co-
municado en ninguno alguna mutacién en el gen de la

subunidad B de FSH.(7%

Defecto en el receptor de andrégenos
Los andrégenos permiten la diferenciacion genital du-
rante el desarrollo embrionario en sentido masculino y
luego el desarrollo puberal y el mantenimiento de los
caracteres sexuales. La testosterona actia a nivel de los
tubos seminiferos manteniendo la espermartogénesis, y
a nivel epididimario induciendo la sintesis de molécu-
las que intervienen en el proceso de maduracién esper-
matica. Estas hormonas actiian por su unidén con re-
ceptores especificos (receptor de andrégenos), que son
proteinas que se encuencran en el citoplasma de la cé-
lula blanco, y que al unirse a la hormona, se desplazan
al niacleo celular acoplandose a regiones promotoras de
genes hormonodependientes. Los defectos en el recep-
tor de andrdgenos compromete la accidn fisioldgica de
la testosterona. Estos defectos producen el cuadro de-
nominado sindrome de insensibilidad a los androge-
nos, que se presenta en 1 de cada 60.000 nacidos vivos.

El receptor de andrégenos tiene un peso molecular
de 90 kDa, con 919 aminoicidos y una compleja es-
truccura de 3 dominios. Estos incluyen el dominio ami-
noterminal que actta en la regulacion transcripcional,
el de dedos de zinc que es el responsable del recono-
cimiento y la unién del complejo proteina/andrdgeno
al ADN, y el carboxilo terminal que es el de unién al
andrégen0<80).

El gen de esta proteina tiene una longicud de 90 kb
y se localiza en Xq 11.2 y tiene 8 exoncs, separados por
algunos intrones extensos y otros menores. El exdn 1
tiene 1.586 pares de bases y codifica para el dominio
aminoterminal. Este exén conrtiene una repeticion de
tipletes CAG (normalemente entre 11-35 veces). El
aumento en las veces que se repite este triplete (entre
40-62) origina una proteina que liga normalmenre an-
drégenos, pero falla en su actividad de regulacion
transcripcional, y de una forma desconocida, resulta
deletéreo para las motoncuronas de la médula espinal y
el bulbo, originando la Enfermedad de Kennedy, conoci-

8182) Fgraesuna

da como atrofia muscular espinobulbar<
afeccion progresiva, y los pacientes pueden inicialmente
ser fértiles, pero con el correr del tiempo presentaran

ginecomastia y atrofia testicular con azoospermia u oli-



gozoospermia. Actualmente se observé en algunos pa-
clente con espermatogénesis disminuida una reduccién
de la repeticién del criplece CAG.®8Y

El exén 2 de 152 pares de bases, y ¢l exén 3 de 117
pares de bases codifican para el dominio de unién al
ADN. El dominio de union al andrégeno es codificado
por los exones 4 de 288 pares de bases, el 5de 145,¢el 6
de 131, el 7 de 185, y el 8 de 153.

Los defectos del receptor de andrégenos se debe a
mutaciones, deleciones, splicing aberrante del ARNm, y
terminacién prematura. Las mutaciones resultaran en
cambios de la cantidad de receptores, cambios en la afi-
nidad de union del andrégeno al receptor, o en la capa-
cidad del receptor de unién al ADN.

Los cambios en el receptor de andrégenos causan
una amplia variedad de anormalidades fenotipicas, que
van desde individuos con un fenotipo femenino, hasca
hombres con defectos menores.#) Los cuadros mas se-
veros corresponden al sindrome de feminizacién testi-
cular, en ¢l cual por la falta de accion de los andrdgenos
durante la vida fetal se produce una diferenciacién se-
xual en sentido femenino, con gonadas masculinas in-
traabdominales. El sindrome de Reifenstein se describio
como un cuadro incompleto de feminizacién testicular,
que clinicamente incluye un espectro que varia en dife-
rentes grados de virilizacién incompleta con o sin gine-
comastia y esterilidad. El grupo menos afectado son
aquéllos que se presentan solo con deficiencias de la es-
permatogénesis, 0 con poca virilizacién, pero fértiles.

No se ha demostrado una localizacion preferencial
de las murtaciones del gen del receptor de andrégenos.
La mayoria de las alreraciones que causan sindromes
son mutaciones puntuales, mientras que son poco fre-
cuentes las deleciones de regiones largas del gen. La
sustitucién de simples nucledtidos se encuentra tanto
en cuadros de insensibilidad a los andrégenos comple-
tos y parciales. La manifestacion fenotipica dependerd
del punto de afecracion del gen. Sin embargo, la misma
mutacién en dos individuos diferentes no necesaria-
mente resultara en ¢l mismo cuadro clinico.

La identificacién de estas murtaciones tendra aplica-
cién clinica en la identificacién etiologica de pacientes
estériles y también servird para el diagndstico prenatal,
aunque como expresamos previamente, por mds que
conozcamos la mutacién transmitida, no es posible
predecir el fenotipo que tendra.

Conclusiones

En los tltimos anos se ha producido un gran cono-
cimiento en factores genéticos involucrados en la este-
rilidad masculina. Muchos de estos factores estdn bien
caracterizados por la identificacion de los genes y sus
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productos, mientras que en Otros casos solo se recono-
cen regiones en el cromosoma, y en otros apenas se s0s-
pecha su origen genético. Sin lugar a dudas este conoci-
miento es muy importante para todos aquellos relacio-
nados con los pacientes estériles, a fin de poder efectuar
diagnésticos etioldgicos y poder comunicarles riesgos
posibles, especialmente a partir del desarrollo de las
técnicas de reproduccion asistida. Sin lugar a dudas en
poco tiempo serd imprescindible manejar los conoci-
mientos moleculares de la esterilidad para poder ejercer
adecuadamente nuestra prictica diaria.
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