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RESUM

Les anomalies cromosomiques son una de les principals causes d’esterilitat en 'especie
humana. A les anomalies del cariotip, molt més freqiients en individus que consulten per
problemes reproductius que en la poblacié general, s'afegeixen les anomalies meiotiques,
limitades a la linia germinal, observades en pacients que presenten un cariotip somatic
normal. En ambdues situacions, s’ha descrit que en poden resultar espermatozoides por-
tadors d’anomalies cromosomiques. La produccié d’aquests espermatozoides pot ser ava-
luada mitjangant la utilitzacié de metodologies basades en la hibridaci¢ in situ fluorescent
(FISH), i els estudis de FISH en espermatozoides s’han incorporat rapidament als protocols
d’estudi dels pacients amb problemes de fertilitat. En aquest article es revisen els resultats
obtinguts en individus portadors d’anomalies numeriques per als cromosomes sexuals, en
portadors d’anomalies cromosomiques estructurals i en individus amb cariotip somatic
normal que consulten per problemes d’infertilitat; es fa també esment a la significanca cli-
nica d’aquest tipus d’estudi.

Paraules clau: citogenética, cromosoma, espermatozoides, FISH, infertilitat.

CYTOGENETIC STUDIES OF HUMAN SPERMATOZOA

SUMMARY

Chromosome abnormalities are one of the major causes of human infertility. In infer-
tile males, abnormal somatic karyotypes are more frequent than in the general popula-
tion. Furthermore, meiotic disorders affecting the germ-cell line have been observed in
men with normal somatic karyotypes consulting for infertility. In both cases, the produc-
tion of unbalanced spermatozoa has been described. Basically addressed to establish re-
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productive risks, fluorescence in situ hybridization (FISH) on decondensed sperm nuclei
has become the most frequently used method to study the chromosomal constitution of
spermatozoa. This paper reviews the information obtained through sperm FISH studies
in carriers of numerical sex chromosome anomalies, carriers of structural chromosome re-
organizations and infertile males with normal karyotypes emphasizing on its clinical sig-

nificance.

INTRODUCCIO

En la gran majoria d’especies animals, i
molt especialment en humans, hi ha una
clara relacié entre anomalies genetiques i
problemes reproductius. Es considera que
hi ha una causa geneética en el 15 % dels pa-
cients que consulten per problemes d’este-
rilitat o infertilitat (Kiipker et al., 1999). Aixi
doncs, les analisis genéetiques, de tipus cito-
genetic o bé dirigides a la deteccié de muta-
cions geniques especifiques, s'inclouen en
la majoria de protocols d’estudi de l'esteri-
litat masculina i els resultats obtinguts son
rellevants per al consell reproductiu de les
parelles.

Pel que fa als estudis citogenétics o cro-
mosomics, l'analisi del cariotip forma part
de l'avaluaci6 clinica basica. L'elevada inci-
dencia d'anomalies cromosomiques consti-
tucionals en pacients esterils o infertils en
relacié amb la poblacié general justifica la
seva aplicaci6 i permet diagnosticar al vol-
tant del 7 % dels casos. A més, els estudis
citogenetics del procés meiotic adregats a la
deteccié d’anomalies que afecten exclusiva-
ment la linia germinal, i que, per tant, no
poden ser diagnosticats mitjangant l'anali-
si del cariotip somatic i es duen a terme a
partir de teixit testicular, també s’han in-
corporat als protocols d’estudi (Egozcue et
al., 2005). Aquest darrer tipus d’analisi ha
provat que al voltant del 6 % dels pacients
amb un cariotip somatic normal que con-
sulten per problemes d’esterilitat presenten
anomalies en el procés de la meiosi (Egoz-
cue et al.,, 2000), i aquesta incidencia pot ar-

ribar fins al 17,5 % en el cas d'individus que
presenten oligoastenoteratozoospermia se-
vera (Vendrell et al., 1999).

Les anomalies citogenetiques descrites
(somatiques i germinals) interfereixen en
el procés d’espermatogenesi, i s’han consi-
derat responsables tant de la disminucié en
el nombre final d’espermatozoides produits
com de donar lloc a espermatozoides porta-
dors d’anomalies cromosomiques en els pa-
cients afectats.

La produccié d’espermatozoides porta-
dors d’anomalies cromosomiques pot ser
avaluada mitjancant la utilitzacié de me-
todologies basades en la hibridaci6 in situ
fluorescent (FISH). La tecnica consisteix en
l'aplicaci6 de sondes de DNA especifiques,
que reconeixen determinats cromosomes o
regions cromosomiques, precedida per un
protocol de descondensacio de la cromati-
na espermatica (Vidal ef al., 1993). Lanali-
si de les mostres a través d'un microscopi
de fluorescencia permet inferir el genotip de
cada espermatozoide a partir del nombre,
el color i la distribuci6 dels senyals d"hibri-
dacio.

Aquesta tecnica ha ampliat notablement
les possibilitats de valorar la dotaci6 cro-
mosomica dels espermatozoides. Els estu-
dis de FISH en espermatozoides s’han in-
corporat rapidament als protocols d’estudi
dels pacients amb problemes de fertilitat,
molt especialment en els candidats a tecni-
ques de reproducci6 assistida (Egozcue et
al., 2003; Sarrate et al., 2005), ja que perme-
ten obtenir dades fidedignes sobre la fre-
qiiencia d'anomalies cromosomiques en els
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espermatozoides i una valuosa informacio6
per orientar el consell reproductiu de ca-
da cas.

En aquest article es revisen els resultats
obtinguts a partir de l'aplicacié de les meto-
dologies de FISH en espermatozoides en in-
dividus amb fertilitat reduida i el seu paper
en el consell genetic reproductiu.

INDIVIDUS PORTADORS
D’ALTERACIONS
DEL CARIOTIP SOMATIC

Portadors d’anomalies numeériques

Les anomalies numeriques en els cromo-
somes sexuals son les anomalies més fre-
qiients en els pacients estérils que presen-
ten alteracions en el seu cariotip.

La presencia de linies cellulars 47,XXY
origina la sindrome de Klinefelter, que ge-
neralment esta associada a una incompe-
tencia meiotica dels espermatocits primaris
ia un bloqueig drastic de I'espermatogenesi
que, com a conseqiiencia, provoca l'esterili-
tat dels individus. Tot i que la gran majoria

dels pacients amb la sindrome de Klinefel-
ter sén azoospermics, en alguns individus
s'observa algun focus d’espermatogene-
si que dona lloc a una discreta producci6
d’espermatozoides. En el 87 % dels indivi-
dus analitzats, els estudis de FISH en esper-
matozoides mostren increments en la inci-
dencia de gametes amb disomies per als
cromosomes sexuals (Sarrate et al., 2005).
En individus Klinefelter aparentment no
mosaics, la incidéncia mitjana és del 6,3 %
(rang de 0-25 %) (vegeu la figura 1), valors
clarament superiors al 0,2 % observat en in-
dividus de la poblacié control (fertils i amb
cariotip normal). En individus mosaics
46,XY/47,XXY aquest percentatge se situa al
voltant del 2,5 % (rang de 0-7 %). La presen-
cia d’espermatozoides diploides en l'ejacu-
lacié també ha estat descrita per diversos
grups d’investigacié amb nombres que va-
rien entre el 0,03 % i el 4,2 % (Sarrate et al.,
2005).

Els homes amb cariotip 47, XYY presenten
graus de fertilitat molt variables i el nom-
bre d’espermatozoides produits oscilla en-
tre lanormozoospermia i 'azoospérmia. En
aquests casos, un 3,7 % (rang de 0,1-14,4 %)
dels espermatozoides analitzats en aquests
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FiGuRra 1. Incidéncia de disomies per als cromosomes sexuals en individus amb la sindro-

me de Klinefelter.
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individus presenten un cromosoma sexual
extra (vegeu la figura 2).

A totes les dades anteriors cal afegir que
en aquests pacients l'analisi d’altres cromo-
somes a banda dels cromosomes sexuals ha
posat de manifest l'existéncia de freqiién-
cies elevades d’espermatozoides portadors
d’anomalies cromosomiques numeriques.
En concret, les anomalies del cromoso-
ma 21 soén de les més rellevants, i en paci-
ents amb la sindrome de Klinefelter poden
afectar el 6,2 % dels espermatozoides (Hen-
nebicq et al., 2001).

Aixi doncs, la produccié d’espermatozoi-
des portadors d’aneuploidies per als cromo-
somes sexuals i per a altres cromosomes,
aixi com d’espermatozoides amb dotacions
diploides, son caracteristiques forca comu-
nes en els individus 47,XXY i1 47 XYY.

No deixen de sorprendre, pero, les grans
diferencies observades pel que fa a la pro-
duccié d’espermatozoides amb anomalies
cromosomiques entre els individus estudi-
ats (Blanco ef al., 2001; Sarrate et al., 2005)
Aquestes diferencies s'atribueixen a la va-
riabilitat genetica, especialment al grau de

mosaicisme del teixit gonadal que puguin
presentar aquests pacients.

Aquesta variabilitat justificaria la realit-
zaci6 d’estudis de FISH en espermatozoides
en els individus orientats a la utilitzacié de
tecniques de reproduccio assistida, i faria
evident la necessitat d’oferir un consell re-
productiu adient a aquests pacients.

Portadors d’anomalies estructurals

Els portadors de reorganitzacions cromo-
somiques estructurals presenten una major
produccié de gametes amb desequilibris
cromosomics respecte a la resta de pobla-
cié. En aquest context, la técnica de FISH
en espermatozoides, juntament amb el des-
envolupament de noves sondes de DNA,
ha permes analitzar els percentatges d’es-
permatozoides cromosomicament dese-
quilibrats produits per portadors de trans-
locacions (robertsonianes i reciproques)
i inversions (pericentriques i paracentri-
ques). Aquests estudis han mostrat que els
resultats de la segregacié d’aquestes reor-
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FIGURA 2. Incidéncia de disomies per als cromosomes sexuals en individus 47,XYY.
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ganitzacions depenen del tipus i, en alguns
casos, de les seves caracteristiques.

Elsestudis de segregacioé realitzats en por-
tadors de translocacions robertsonianes du-
rant els darrers anys han descrit freqiiencies
de gametes desequilibrats que oscillen en-
tre el 7 i el 40 %. Tot i aix0, la majoria de va-
lors se situen al voltant de la mitjana (84 %)
ino s’han detectat factors cromosomics que
influeixin en aquesta reduida variabilitat
(revisat per Roux et al., 2005, Anahory et
al., 2005; Brugnon et al., 2006; Hatakeyama
et al., 2006; Moradkhani et al., 2006a, 2006b;
Ogur et al., 2006; Chen et al., 2007; Kekesi et
al., 2007).

Els estudis de segregaci6 realitzats en
portadors de translocacions reciproques
han mostrat freqiiencies de gametes des-
equilibrats més heterogenies que en el cas
anterior (37,2-81,4 %). En aquest grup d'indi-
vidus s’han descrit factors citogenetics rela-
cionats amb les configuracions meiotiques
adoptades per aquestes reorganitzacions,
que poden influir en els resultats de segre-
gacio obtinguts (Anton et al., 2008).

En portadors d’inversions, les dades pu-
blicades han descrit freqiiencies de gametes
desequilibrats que oscillen entre el 0,4 i el
54,3 %. En aquests individus, s’ha observat
que la producci6é de gametes amb aneuso-
mies de recombinaci6 esta directament cor-
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F1Gura 3. Relacio entre la proporcié del segment invertit i
el percentatge de gametes recombinants produits per por-
tadors d’inversions cromosomiques.

relacionada amb la proporci¢ del segment
invertit de cada cas (revisat per Anton et al.,
2005) (vegeu la figura 3).

Daltra banda, la preséncia de reorga-
nitzacions estructurals també s’ha relacio-
nat amb l'ocurréncia del fenomen conegut
amb el nom de efecte intercromosomic (ICE),
que es caracteritza per 'aparicié d’anoma-
lies cromosomiques numeriques com a re-
sultat de la reorganitzaci6 en la segregacio
correcta d’altres cromosomes. Diversos es-
tudis han avaluat I'existéncia d’aquest feno-
men mitjangant la valoracié d’aneuploidies
en portadors de translocacions robertsoni-
anes (revisat per Douet-Guilbert et al., 2005;
Baccetti et al., 2005; Machev et al., 2005; Ha-
takeyama et al., 2006; Chen et al., 2007; Keke-
si et al., 2007), en portadors de translocaci-
ons reciproques (revisat per Douet-Guilbert
et al., 2005; Anton et al., 2004; Machev et al.,
2005; Kekesi et al., 2007; Wiland et al., 2007;
Anton et al., 2008; Vozdova et al., 2008), i en
portadors d’inversions (revisat per Anton et
al., 2005; Mikhaail-Philips et al., 2005; Anton
et al., 2006; Vialard et al., 2007). Els resultats
obtinguts posen de manifest que gairebé
la meitat dels portadors de reorganitzaci-
ons estructurals produeixen una quanti-
tat de gametes amb anomalies cromoso-
miques numeriques, no relacionades amb
la reorganitzacio, més elevada que la resta
delapoblacié. Entreaquests, els portadorsde
translocacions robertsonianes semblen els
més susceptibles de presentar increments
d’aneuploidies/diploidies (54 %), seguits pels
portadors de translocacions reciproques
(46 %) i, finalment, pels portadors d'inver-
sions, amb una incidencia del 18 % (vegeu
la figura 4).

Aixi doncs, els estudis de FISH en esper-
matozoides realitzats en aquests individus
ajuden a inferir el comportament meiotic
dels cromosomes estudiats.

En conjunt, la realitzacié d’estudis cro-
mosomics en espermatozoides permeten
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dur a terme una valoracié exhaustiva del
risc reproductiu en portadors de reorganit-
zacions cromosomiques. Laplicacié en el
consell genetic d’aquests individus ha d’es-
tar vinculada tant al tipus de reorganitza-
ci6 cromosomica com a l'estrategia repro-
ductiva establerta.

INDIVIDUS INF]\ZRTIL‘S
AMB CARIOTIP SOMATIC NORMAL

La majoria dels individus infertils tenen
un cariotip somatic normal, perd sovint
presenten seminogrames alterats. Des d'un
punt de vista clinic, s’ha observat que la in-
cidencia d’aneuploidies en els espermato-
zoides esta directament relacionada amb la
qualitat del semen (revisat per Egozcue et
al., 2003; Sarrate et al., 2005), especialment
amb un baix recompte espermatic (revisat
per Miharu, 2005). Diversos autors descri-
uen, d'una banda, freqiiencies significativa-
ment elevades d’espermatozoides aneuploi-
des en individus oligozoospérmics i, d’altra
banda, una correlacié directa entre un baix
recompte espermatic i els increments en les
anomalies cromosomiques dels espermato-
zoides (revisat per Miharu, 2005). En canvi,

la relacié entre aneuploidies en els gametes
masculins i les caracteristiques de motilitat
o morfologia espermatica no s’ha establert
d'una manera tan clara (revisat per Rives,
2005; revisat per Sun et al., 2006; Collodel et
al., 2007; Strassburger et al., 2007).

Lorigen d’aquestes anomalies cromoso-
miques pot trobar-se en errors en el pro-
cés meiotic, ja sigui en l'aparellament dels
cromosomes homolegs durant la profase 1,
o en els processos d’intercanvi del materi-
al genetic (Pearson et al.,, 1970; Egozcue et
al., 1983, 2005). Aquestes anomalies sinap-
tiques s’han relacionat amb mutacions de
gens propis de la meiosi involucrats tant en
mecanismes de sinapsi i recombinacié com
en la reparacié del DNA (revisat per Baa-
rends ef al., 2001).

Lelevada heterogeneitat entre els dife-
rents estudis publicats, tant pel nombre
d’individus analitzats, pels criteris de classi-
ficacio dels pacients, per les caracteristiques
de la poblacié control utilitzada, pels crite-
ris de valoracié de les mostres, pels cromo-
somes analitzats i, fins i tot, per les compa-
racions estadistiques realitzades, fa dificil
una estimacié fidedigna de les incidéenci-
es d’espermatozoides aneuploides i diploi-
des en aquest grup. Tot i aixi, cal destacar
que sén nombrosos els estudis que mos-
tren increments significatius principalment
en els percentatges de disomies per als cro-
mosomes sexuals i diploidies (Finkelstein et
al., 1998; Templado et al., 2002; Martin et al.,
2003; Tempest et al., 2004; Sarrate et al., 2005;
Collodel et al., 2007, Faure et al., 2007). En
aquest sentit, un estudi recent realitzat en el
nostre laboratori en el qual s’han analitzat
245 individus infertils amb cariotip somatic
normal, mostra increments significatius en
el 14 % dels individus (34/245), que majori-
tariament impliquen disomies dels cromo-
somes sexuals (rang: 0,78-4,92 % respecte
el 0,19 % de la poblacioé control) i diploidies
(rang: 0,54-2,67 % respecte el 0,22 %).
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Es en aquest grup d’individus infértils
amb cariotip somatic normal, notablement
heterogeni, en que un estudi combinat de
diferents tecniques de FISH (Multi-FISH en
nuclis interfasics i M-FISH en espermato-
cits primaris i secundaris) proporcionaria
una informacié més ttil de com evoluciona
el procés espermatogenic, i permetria la ca-
racteritzacio citogenetica de les cellules des
dels espermatogonis fins als espermatozoi-
des.
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