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RESUMEN

La infertilidad masculina es responsable de cerca del 40% de los problemas de
infertilidad en una pareja. Debido a su caracter multifactorial, se han estudiado las posibles
causas de esta patologia encontrando que un porcentaje considerable de éstas corresponden
a un origen genético evidente. Sin embargo, con base en el papel fundamental de los
androgenos y estrogenos sobre el desarrollo y mantenimiento del tracto reproductor
masculino, se han realizado estudios encaminados a determinar si polimorfismos en los
genes que codifican los receptores de éstas hormonas contribuyen al desarrollo de

infertilidad masculina.

Se ha descrito que la extension en el numero de trinucledtidos repetidos CAG en el
exon 1 del receptor de andrégenos esta directamente relacionado con el desarrollo de
azoospermia y oligozoospermia en poblaciones de distintas etnias. Por otro lado, los
polimorfismos Xba I y Pvu II en el intrén 1 del receptor de estrégenos-a.. han sido
asociados con infertilidad masculina. Con base en éstos antecedentes, en este estudio se
analizo6 la asociacion de éstos polimorfismos en un grupo de pacientes infértiles mexicanos,

clinicamente diagnosticados con azoospermia y oligozoospermia idiopatica.

El andlisis del nimero de trinucleétidos repetidos CAG en el exon 1 del receptor de
androgenos no mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y
los pacientes infértiles. Del mismo modo, la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos Pvu Il y Xba | no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de estudio.

Nuestros resultados indican que la presencia de los polimorfismos Xba I y Pvu Il en
el receptor de estrogenos-a y el numero de trinucledtidos repetidos CAG en el gen del
receptor de andrégenos no constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de infertilidad

masculina en la muestra analizada.



I INTRODUCCION

1.1 Infertilidad: Etiologia y Epidemiologia

Infertilidad se define como la incapacidad de tener hijos después de 12 meses de relaciones

sexuales sin ningin tipo de proteccion anticonceptiva (Rowe et al., 1993).

La infertilidad se clasifica como primaria cuando nunca se ha logrado un embarazo, y

secundaria, cuando se han logrado embarazos previos (Pérez, 2002; Rowe et al., 2000).

Se estima que la infertilidad es un problema que afecta al 15% de las parejas en edad
reproductiva. Cerca del 40% de los problemas de infertilidad lo constituyen factores femeninos, el
40% se atribuyen a factores masculinos, aproximadamente del 5 al 10 % lo constituyen factores en
ambas parejas y el 5 al 10% restante se atribuyen a factores de etiologia desconocida (Comhaire,

1997; Forti etal., 1998).

Aunque no existen datos estadisticos a nivel mundial que permitan conocer el origen de la
infertilidad masculina y su frecuencia, es posible tener una aproximacion por medio del analisis de
las evaluaciones realizadas a pacientes con infertilidad en regiones especificas que acuden a
unidades de medicina reproductiva. Con base en estos datos, las alteraciones del factor masculino

se dividen en:

1.1.1 Trastornos endocrinos del eje hipotilamo - hipofisiario

Constituyen menos del 10% de las causas de infertilidad en el hombre; entre las mas
importantes se encuentran las alteraciones tiroideas y de las suprarrenales, trastornos hipotalamicos
e hipofisiarios y enfermedades agudas y cronicas asociadas a hipogonadismo. En general, el
resultado de dichas alteraciones es la afeccion del funcionamiento testicular, alteracion de la
espermatogénesis y esteroidogénesis, asi como la disminucion de libido a causa de la disminucion

en la secrecion de gonadotropinas (Seminara et al., 2000).




1.1.2 Trastornos vasculares

El varicocele es la presencia de varices en el plexo pampiniforme, asi como en la venas del
grupo anterior del cordon espermatico. Su incidencia en hombres infértiles varia entre el 20 y 39%.
El mecanismo por el que el varicocele altera la espermatogénesis no se conoce con certeza, pero se
sefialan como factores incidentes el aumento en la temperatura testicular, el reflujo de sustancias
toxicas que el propio testiculo elimina, la alta concentracion de catecolaminas y el aumento de la

presion intratesticular (Seminaria et al., 2000).

1.1.3 Procesos infecciosos

Una causa frecuente de infertilidad es el dafio producido por infecciones locales o
sistémicas. La mas frecuente es la orquitis posparotiditis, que inicia alrededor de dos semanas
después de un cuadro de parotiditis, por lo general el compromiso es unilateral, y aunque hay
alteracion en la espermatogénesis, ésta no se afecta notablemente en su cuenta total por la
produccion del testiculo contralateral, aunque el 17% de los casos la orquitis es bilateral y en la
mitad de ellos hay infertilidad. Otros factores etiologicos de orquiepididimitis infecciosa son los
gonococos, Mycobacterium 'y Treponema pallidum. Otros agentes infecciosos que producen
infertilidad son Micoplasma y Chlamydia que aunque no disminuye la produccién espermatica, se

transmite a la mujer, en quien causa dafio tubario grave (Sigman y Howards, 1992).

1.1.4 Trastornos genéticos
Existen diferentes formas de clasificacion de la infertilidad masculina con bases genéticas,

Pérez (2002), la clasifica de la siguiente manera:

# Infertilidad masculina con un defecto genético tnico.

% Infertilidad masculina con defectos cromosémicos (estructurales o numéricos).

De acuerdo con ésta clasificacion, un trastomo genético o cromosémico (numérico o
estructural) puede dafar la produccion hormonal y, por ende, la estimulacion de la
espermatogénesis, siendo un evento pretesticular, o alterar el control del proceso espermatogénico

(evento testicular) asi como el transporte espermatico (evento pos-testicular).

J. Manuel Herndndez Herndndez 2




1.1.4.a Infertilidad masculina con un defecto genético tinico

Este tipo de defectos genéticos, también llamados trastornos mendelianos, se deben a un
alelo mutante o a un par de alelos mutantes en un solo sitio y su herencia puede ser dominante o
recesiva. Entre las enfermedades mas frecuentes de esta modalidad se encuentran: el sindrome de
Kallman (gen KAL, locus p22.3) caracterizada por pubertad retrasada, testiculos pequefios y
paladar hendido; fibrosis quistica (gen CFTR, locus 7q31.2), en la que se encuentran los conductos
Wolffianos mal desarrollados, ausencia congénita de vasos deferentes e insensibilidad a los
androgenos. La caracteristica principal de los pacientes con fibrosis quistica es azoospermia y

oligozoospermia, asi como diferentes grados de feminizacion testicular.

1.1.4.b Infertilidad masculina con un defecto cromosoémico

La incidencia de las anormalidades cromosomicas en hombres infértiles varia entre el
2-20%. Las anomalias cromosdmicas pueden ser numéricas o estructurales y resultan de mutaciones
de novo en la linea de células germinales paternas. Entre los defectos numéricos se encuentran las
poliploidias o aneuploidias, que se presentan como resultado de una no separacion cromosdmica (no
disyuncién) o por rezago anafasico de un cromosoma durante la anafase de la divisién celular. Estas
fallas pueden presentarse tanto en la meiosis como en la mitosis, y en caso de afectar la meiosis
pueden ocurrir en la meiosis 1 o I y por supuesto, durante la espermatogénesis. Las anomalias

estructurales son consecuencia de la ruptura cromosémica (Mak et al., 1996).

Alrededor del 15% de los hombres azoospérmicos y el 5% de los oligozoospérmicos cursan
con un cariotipo anormal. En los primeros la anormalidad cromosomica mas comun es el sindrome
de Klinefelter (47, XXY), en los segundos, son mas frecuentes las anomalias cromosomicas
Robertsonianas y translocaciones reciprocas. En ambos grupos de pacientes se encuentra una region
del cromosoma Y (region AZF) donde son mas frecuentes las deleciones causantes de azoospermia.
Esta region se encuentra en el locus Yql1.23 y las microdeleciones se pueden localizar en uno de

los tres sitios a, b o ¢ que constituyen la region AZF (Prior et al., 1997).

J. Manuel Herndandez Herndndez 3



1.1.5 Otras causas de infertilidad masculina

En este grupo se clasifican los trastornos inmunolégicos como la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides; factores neurologicos ocasionados por traumatismos, enfermedades
degenerativas o procesos infecciosos que pueden desencadenar disfuncion eyaculatoria,
azoospermia y oligozoospermia por medio de la alteracion del epitelio germinal; factores
ambientales como el estrés emocional o fisico acentuados, alcohol, tabaquismo, dietas restrictivas,
la radiacion diagnostica o terapéutica y medicacion que pueden alterar la espermatogénesis. Los
trastornos idiopaticos son una entidad que abarca una serie de alteraciones de naturaleza

desconocida cuyo dato principal es la azoospermia (Pérez, 2002).

1.2 Receptor de Estrogenos.

Estructura y Organizacion

Los receptores de estrogenos (REs) fueron caracterizados por primera vez por Jensen y
Desonbre durante la década de 1970 (O'Donnel et al., 2001). Los REs, pertenecen a la superfamilia
de receptores nucleares, en la que se agrupan ademas, receptores de otras hormonas esteroides,
hormonas tiroideas, vitamina D y retinoides, asi como un gran nimero de receptores denominados
huérfanos, debido a que se desconoce su ligando especifico (Mangelsdorf et.al., 1995). Desde
1996, una segunda forma de receptor de estrogeno fue reportada en varias especies incluyendo la
rata, el raton y el humano (Tremblay et al., 1997; Kuiper et al., 1996). Este receptor descubierto
recientemente fue nombrado receptor de estrogenos beta (RE-B), por lo que al receptor conocido

anteriormente se le denominé receptor de estrogenos alfa (RE-a) (O'Donnel et al., 2001).

J. M. [ Herndndez Herndndez 4




A/B C D E F
req v ([ DGR
17%  97% 30%  60%  18%

A/B C D E F
RE—B_\H_-_ OO

mRNA 5

wre (@ I GEBOIT o

Figura 1. Estructura del RE-a y RE-[f humanos. Ambos genes miden aproximadamente 140 Kb y
su mRNA contiene ocho exones. Se muestran los dominios funcionales mas altamente conservados
entre las hormonas esteroides. A/B: el dominio N-terminal contiene la region funcional de
activacion transcripcional independiente de ligando; el dominio C, de union al DNA, la regidn
bisagra D, el dominio E que contiene el dominio de union al ligando y a la regién funcional de
activacion transcripcional dependiente del ligando. Se indica el porcentaje de homologia entre los
dominios funcionales de los RE 's.

Los genes humanos del receptor de RE-a y RE-P (figura 1) se localizan en los loci 6g25.1 y
14q22-24, respectivamente. Su tamaiio es de 140 kilobases (Kb) dentro de los que se encuentran
contenidos 8 exones cuya funcion es la siguiente: el exon 1 codifica el dominio de activacion de la
transcripcion; los exones 2-3 codifican el dominio de union al DNA vy los exones 4-8 codifican el
dominio de unidn al ligando. (Suzuki, 2002). El gen humano del RE-a codifica una proteina de 595
amino4cidos con un peso molecular aproximado de 66 KDa, mientras que el del RE-p codifica una
proteina de 485 aminoacidos, y tiene un peso molecular estimado de 54 KDa. Ambos receptores
consisten de seis dominios funcionales. El dominio N-terminal (A/B), es el menos conservado entre
ambas proteinas (17% de homologia) y contiene una region critica para las funciones de
transactivacion del receptor y varios sitios de fosforilacion que son importantes en el proceso de
activacion de la proteina, especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia
de hormona (Couse et al., 1999); el dominio C es el mas altamente conservado entre los receptores
de estrogeno (97% de homologia), asi como entre los diferentes receptores nucleares. Este dominio

se compone de nueve residuos de cisteinas que son invariablemente conservados entre los diferentes
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receptores esteroideos, de los cuales, ocho estan ordenados alrededor de dos iones de Zn™
para formar dos dedos de zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente al
ADN. La unién a una secuencia especifica en el ADN estd determinada por la composicion de
aminoacidos localizada entre estos dos dedos de zinc. El dominio D, no ha sido bien caracterizado,
pero se sabe que participa en la union a la proteina chaperona de choque térmico hsp90, la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo y contiene sefiales de
localizacion nuclear de los REs . El dominio E (60% homologia) funciona como dominio de unién
al ligando. Otras funciones de este dominio incluyen una funcion de activacion de la transcripcion
(TAF-2), dimerizacion, interaccion con otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la

transcripcion, fosforilacion y localizacién nuclear. (Michaela Luconi et al., 2002).

Tabla 1. Principales caracteristicas de las isoformas del Receptor de Estrégenos.

o RE-alfa RE-beta
LOCUS 6q25.1 14q22-24

GEN 140 Kb, 8 exones 140 Kb, 8 exones

PROTEINA 66 KDa, 595 a.a., 54 KDa, 485 a.a.

EXPRESION Higado, tejido adiposo, Prostata, cerebro, cerebelo y
musculo esquelético, pituitaria, corteza cerebral, vejiga,
hipotalamo, conductos vesiculas seminales, células de
deferentes, epididimo, células Sertoli y testiculos
de Leydig

1.3 Estrégenos y su funcion en el sistema reproductor masculino.

Existe una considerable especificidad tisular en la expresion de los REs (tabla 1). El RE-a
se expresa en mayor proporcion en utero, higado, rifion, tejido adiposo, musculo esquelético,
pituitaria ¢ hipotalamo (Saunders et al., 2001); mientras que el RE-f} se encuentra en ovario,
glandulas mamarias, utero asi como en algunas regiones del cerebro, incluyendo el sistema limbico,
cerebelo y corteza cerebral (Couse et al., 1997; Saunders et al., 2001). Mientras que el RE- se
encuentra muy difundido en o6rganos sexuales masculinos accesorios como prostata, vejiga,
vesiculas seminales y testiculos, el RE-u se localiza principalmente en conductos deferentes; ambos

receptores se expresan en epididimo y células de espermatogonia. (Pentikainen et al., 2000).

J. Manuel Herndndez Herndndez 6



Al igual que la progesterona, los estrogenos han sido considerados como hormonas sexuales
femeninas por excelencia y su papel en la regulacion del desarrollo y mantenimiento del sistema
reproductor masculino ha sido objeto de estudio en afios recientes (Greco et al., 1994). Sin embargo
se sabe que los estrogenos juegan un papel importante en diferentes procesos fisiologicos como
mineralizacién y crecimiento 6seo, regulacion del tono vascular, masculinizacién y comportamiento

sexual, adhesion plaquetaria, adipogénesis, etc. (Sharpe et al., 1998).

Los estrogenos se sintetizan en dos diferentes tipos celulares del sistema reproductor
masculino: las células de Sertoli y las células de Leydig, en las que se expresa la enzima aromatasa
P450, cuya funcion es catalizar la sintesis de estrégenos por medio de la aromatizacién de
androgenos. Se ha reportado que la concentracion de estrogenos testicular es igual o mayor que la
concentracion sérica (Hess 2000), lo que sugiere un papel fundamental en el funcionamiento del

sistema reproductor masculino.

Hess y col. (2001) sugieren que los estrogenos regulan procesos de reabsorcion de fluidos
en el tracto reproductor masculino con base en las siguientes observaciones: a) los estrogenos se
encuentran en altas concentraciones en los fluidos del rete testicular; b) los conductos deferentes
contienen la mas alta concentracion de REs-a que en cualquier otro 6rgano estudiado y c) en los
conductos deferentes se reabsorben cerca del 90% de los fluidos luminales (Lubahn et al., 1993).
Con el desarrollo del modelo knockout para el receptor de estrégenos-a, se demostré que el ratén
macho adulto es infértil y que la alteracion o pérdida del RE-a afecta la funcion del sistema
reproductor masculino, disminuyendo la concentracion y motilidad de los espermatozoides en
tibulos deferentes y epididimo. (Eddy et al., 1996). Se ha reportado que los estrogenos regulan la
expresion de la proteina N-caderina, a nivel testicular (MacCalman et al., 1994), lo que sugiere que
la alteracién o pérdida de un RE-a funcional puede alterar su expresion, impidiendo los contactos
célula-célula, esenciales para el mantenimiento apropiado de la distribucién de fluidos. La
acumulacion paulatina de liquidos en éste tejido provoca un incremento en la presion intratesticular
y compromete gradualmente el flujo sanguineo (Lee et al., 2000); como consecuencia la parte
superior de los tibulos seminiferos se inflaman, causando primero un incremento en el volumen
testicular y después una degeneracion progresiva con drastica reduccion de la espermatogénesis y

engrosamiento testicular (Hess 2003; Hess et al., 1997)
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1.4 Receptor de Andrégenos

Estructura y organizacion

El receptor de androgenos (RA) es un factor de activacion de la transcripeion, miembro de
la familia de receptores nucleares (Abdulmaged et al., 2002; Mangelsdorf et al., 1995). El gen del
RA se localiza en el brazo largo del cromosoma X en la posicion Xqll1-12 (Jenster et al., 1991),
mide aproximadamente 90 kilobases y contiene 8 exones en un mRNA de 2757 pb. El exén | mide
aproximadamente 1586 pb y codifica el dominio de activacion de la transcripcion independiente
del ligando, los exones 2-3 miden 152-117 pb y codifican el dominio de unién al DNA, y los exones
4-8 de tamario aproximado de 134-288 pb, codifican el dominio de unién al ligando (figura 2)
(Lund et al., 2003).

COOH,

enkas U D QUBUIU =

Figura 2. Representacion esquemdtica del mRNA y la proteina del RA. El mRNA consiste de ocho
exones que son transcritos a partir de un gen de aproximadamente 90 Kb y codifica una proteina
con 4 dominios funcionales: A/B, el dominio N-terminal contiene la region funcional de activacion
transcripcional independiente de ligando; el dominio C, de union al DNA, la region bisagra D, el
dominio E que contiene el dominio de union al ligando y la region funcional de activacion
transcripcional dependiente del ligando.

El RA es una proteina de 918 aminoacidos con un peso molecular estimado de 110 KDa
(Abdulmaged et al., 2002). El dominio de unién a la hormona se localiza cerca de la region
carboxilo terminal e incluye una region hidrofébica que constituye el sitio de union a los
androgenos, los dos androgenos que naturalmente se unen a éste sitio son la testosterona y So-

dihidrotestosterona, ésta union induce cambios conformacionales en la proteina que son

e e e e
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determinantes para la interaccion con factores de transcripcion, coactivadores y corepresores que
son ensamblados en el complejo de transcripcion y determinan qué genes son regulados por
androgenos, actuando como mecanismos de regulacion transcripcional. El dominio de unién al
DNA se compone de 68 aminoacidos, siendo ésta region la mas altamente conservada entre los
miembros de la familia de receptores nucleares. La estructura terciaria de ésta region de la proteina
resulta de la formacion de dos dedos de zinc, formados por cuatro residuos de cisteina asociados de
forma coordinada a cada dedo de zinc, que se unen al DNA en el surco mayor. El primer dedo de
zinc le confiere especificidad y el segundo dedo de zinc contribuye a incrementar la afinidad
durante la union al DNA. El receptor de andrégeno se une a una secuencia especifica del DNA
conocida como elemento de respuesta a androgenos. El dominio de activacion de la transcripcion
localizado en la region amino terminal (TAF-1) interactia con factores de transcripcion y factores
accesorios como represores o coactivadores. Un segundo dominio funcional de transactivacion
(TAF-2), se localiza en la region de union al ligando. Sobre células blanco, los androgenos actiian
de forma especifica con el dominio de unidn al ligando del RA. Esto inicia la activacién en cascada
de cambios conformacionales del RA y su translocacion al nicleo celular. Antes de la union del
receptor al DNA blanco, ocurre la homodimerizacion de dos proteinas de RA de forma
independiente del ligando. Esto es mediado por diferentes secuencias situadas en el segundo dedo
de zinc del dominio de unién al DNA. El homodimero de RA se une a los elementos de respuesta a
androgenos, que usualmente consisten de dos secuencias palindromicas cerca del promotor de genes
regulados por andrégenos. Por medio de un rearreglo de la cromatina, es posible la interaccion
directa con otros factores de transcripcion y coactivadores o corepresores; el resultado es la
modulacion de la transcripcion de genes blanco dependientes de ésta hormona. (Hiort et al., 1998;

Abdulmaged et al., 2002).

Los receptores de androgenos se expresan en prostata, testiculo, huesos, laringe, células

hematopoyéticas, cerebro y células del foliculo piloso.

1.5 Androgenos y su funcion en el sistema reproductor masculino

La diferenciacion sexual se puede subdividir en tres estadios principales que se regulan
subsecuentemente: la aparicion del sexo genético, el desarrollo del sexo gonadal y finalmente el
desarrollo del sexo somatico (Hughes, 2001). En el embrién masculino, el brazo corto del

cromosoma Y, contiene un gen que se expresa en células gonadales justo antes de la diferenciacion
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sexual, y que es responsable de la produccion del factor de diferenciacion testicular (TDF). La
presencia del TDF, contribuye a la diferenciacion del testiculo fetal, evento que inicia con la
formacion de cordones seminiferos, tiibulos seminiferos, la aparicion de las células de Sertolli y las
células de Leydig. El desarrollo del sexo gonadal finaliza con el descenso de los testiculos desde la
cavidad abdominal hacia el escroto por medio del canal inguinal. Hay dos secreciones testiculares
importantes en el desarrollo del tracto reproductor masculino normal: la hormona anti-Miilleriana
(AMH), sintetizada por las células de Sertoli, y la produccion de androgenos (testosterona y
androstenediona), sintetizados por las células de Leydig. Por un lado la AMH produce regresion de
los conductos Miillerianos (Lane et al., 1998), estructuras internas del tracto reproductor femenino
analogas a las existentes en el tracto reproductor del feto masculino. Por otro lado la integracion de
los conductos de Wolf'y su posterior desarrollo a epididimo, vasos deferentes, vesiculas seminales,
prostata, pene y escroto son consecuencia de los efectos producidos por los andrégenos, asi como
del desarrollo de los caracteres secundarios en la pubertad como el alargamiento de la laringe vy el
oscurecimiento vocal, crecimiento y distribucion de vello axilar y pibico y el mantenimiento de
libido en el vardn adulto. Otros efectos bioldgicos de los andrdgenos en el varon son la regulacion
del crecimiento oseo, del musculo esquelético, distribucion del tejido adiposo, acciones sobre el
sistema nervioso central como diferenciacion del drea preodptica, hipotalamo y corteza cerebral
(Hiipakka et al., 1995).

1.6 Mecanismo de accion de los receptores nucleares

El mecanismo de accion de los receptores nucleares establece que en ausencia del ligando,
el receptor se encuentra secuestrado en un complejo multiproteico inhibitorio dentro del nicleo de
las células blanco (McKenna et al., 1999). La union del ligando induce un cambio conformacional
en el receptor y promueve la homodimerizacion y la union altamente afin a secuencias especificas
del ADN llamadas elementos de respuesta a hormonas (HRE), los cuales actian como
potenciadores localizados dentro de regiones reguladoras de genes blanco (Robyr et al., 2000). Se
ha descrito que las interacciones receptor nuclear - coactivador, estabilizan la formacion de un
complejo de preiniciacion de la transcripeion y facilitan la relajacion necesaria de la cromatina en
los HRE. Dependiendo del contexto celular, el receptor nuclear unido al ADN, ejerce efectos

represores o activadores en la expresion de genes involucrados (Julie et al., 2002) (figura 3).
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Figura 3. Mecanismo general de accidn de los receptores nucleares. A) Ingreso del ligando
especifico a través de la membrana, B) su asociacion con el receptor nuclear y la
homodimerizacion del complejo ligando-receptor; cambio conformacional, y C) union a los
elementos de respuesta a hormonas, que permitiran la regulacion en la transcripcion de genes
blanco.

1.7 Definicion de Polimorfismo genético

Un polimorfismo genético se define como la presencia de variaciones alélicas provocadas
por cambios en la secuencia de nucledtidos en el DNA, inserciones o deleciones o cambios en el
numero de repetidos dispuestos en tandem a lo largo de una secuencia especifica. Un alelo se

define como polimorfico si esta presente en la poblacion con una frecuencia igual o mayor al 1%.

El estudio de los polimorfismos permite conocer o hallar genes que contribuyen al
desarrollo de enfermedades mediante varios mecanismos. Algunos polimorfismos genéticos pueden
producir diferencias en la funcién o en la regulacion de proteinas y contribuir al proceso patolégico
alterando sitios donadores de splicing, dando lugar a una proteina anormal, o alterando la secuencia
promotora de algiun gen y como consecuencia afectando la expresion y regulacion de la proteina,

entre muchos otros mecanismos.
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De éste modo los cambios en la secuencia de ADN tienen inferencia directa sobre las
caracteristicas individuales, la variacion fenotipica, predisposicion a enfermedades y la respuesta al
medio ambiente. Esta diversidad no se encuentra limitada al nivel de los polimorfismos de manera
individual. sino a combinaciones de éstos, lo que en conjunto es responsable de la variabilidad entre
las diferentes poblaciones y sus rasgos fenotipicos (The International SNP Map Working Group,

2001).

1.8 Polimorfismos en el Receptor de Estrogenos-a

Se han descrito polimorfismos en diferentes regiones del gen del RE-o .En el intron 1 se
han encontrado polimorfismos que se asocian con osteoporosis (Han et al., 1997) e hipertension
arterial en poblacion asiatica (Lehrer et al., 1993; Zuppan et al..1992); en el exén 1 del RE-a se han
descrito sitios polimérficos en los codones 10 y 87, en el codén 243 del exén 3 y coddn 325 del

exon 4 reportados por lwase y col. (1996) asociados con cancer de mama.

Suzuki y col. (2002) describieron el polimorfismo C325G en el exén 4 del RE—
relacionado con azoospermia en pacientes infértiles asiaticos. Kukuvitis y col. (2002) analizaron
los polimorfismos Xbal y Pvull en el intron 1 del RE-a en poblacion griega, encontrando relacion

con infertilidad masculina, en pacientes oligozoospérmicos y azoospérmicos.

1.9 Polimorfismos en el Receptor de Androgenos

Dentro del exon 1, que forma parte del dominio de activacion de la transcripcion en la
region amino terminal, se encuentran secuencias polimérficas de trinucleétidos repetidos (CAG)n y
(GGC)n, que producen residuos de acido glutdmico y glicina, respectivamente. La longitud de los
repetidos CAG es diferente en cada grupo étnico (Casella et. al., 2001), y la expansion y
contraccion de éstos repetidos polimoérficos se han asociado con diferentes enfermedades. Estudios
recientes han permitido establecer un rango de repetidos normal que varia de 9 a 37 tripletes,

aunque se han encontrado diferencias significativas entre grupos étnicos. En poblacion africana se

J. Manuel Hernandez Herndndez 12



encontrd que el rango de tripletes en hombres sanos es de entre 18 a 20, en hombres caucéasicos de
21-23 y en asiaticos de entre 22-24. (Edwards et al., 1992; Hsing et al., 2000; Platz et al., 2000;
Kuhlenbdumer et al., 2001). El mecanismo propuesto para el desarrollo de una condicion patologica
causada por el aumento en el nimero de repetidos CAG, indica que los residuos de poliglutamina
inhiben la actividad de ciertos factores de transcripcidn, mediante su asociacion inespecifica,
disminuyendo la actividad transcripcional de genes blanco. En pacientes con enfermedad de
Kennedy, enfermedad neuromuscular asociada con baja virilizacién, oligozoospermia o
azoospermia y fertilidad reducida, se han encontrado mas de 30 unidades de repetidos CAG en el
RA (Lund et al., 2003). Por otro lado, un bajo nimero de repetidos facilitan la activacion de genes
blanco, lo que acelera la proliferacion de células prostéticas e incrementa el riesgo del desarrollo de
condiciones patologicas como el cancer. Como en otras enfermedades causadas por repeticion de
tripletes de nucledtidos, la longitud de estos tripletes tiende a expandirse en las siguientes
generaciones, provocando un incremento en la gravedad del fenotipo y la anticipacion de la

enfermedad (Choong et al., 1998).

Se han reportado variaciones en sitios polimérficos del RA, sobre todo asociadas con
insensibilidad a andrégenos. Cuatro variaciones en la region de union a la hormona, en el primer
exon han sido descritas, en uno de éstos polimorfismos se encontré la sustitucion Pro390Ser
asociada con azoospermia, mientras que en otro caso, la variacién Ala645Asp se asocid con
hipospadias distales (Tsukada et al., 1994). Asi mismo se ha reportado una delecién en el exén 4,
en una persona con azoospermia. De todas las mutaciones reportadas, la infertilidad como resultado
del desarrollo anormal de la espermatogénesis se presentd en nueve sitios diferentes, entre los que
destacan expansiones de glicinas en el exon 1, Asn233Lys, delecion completa del exon 4,

Asn727Lys y GIn798Glu en el ex6n 2 (Hiort et al., 2003.).

1.10 Expansion de trinucledtidos repetidos

En 1991 se descubrio un nuevo tipo de mutaciéon genética, conocida como mutacion
dindmica o expansion. Esta alteracion consiste en el incremento desregulado del nimero de
trinucledtidos o tripletes repetidos. Durante la década pasada se identificaron cerca de 20
enfermedades causadas por expansiones de trinucledtidos repetidos. En general, la expansion de

estos tripletes continta en la descendencia del individuo afectado, resultando en el incremento en la
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severidad de la enfermedad y/o en la aparicion a edad mas temprana de ésta, fenémeno

clinicamente conocido como “anticipacion” (Mitas et al., 1997; Ashley et al., 1995).

Con base en las caracteristicas especificas de las mutaciones, estas enfermedades fueron
divididas en dos subgrupos, denominados tipo 1 y tipo II (Paulson et.al., 1996; Reddy et.al., 1997).
El grupo que corresponde al tipo 1 incluye enfermedades asociadas con pérdida de neuronas del
tallo cerebral y médula espinal. Las enfermedades de este grupo son: la corea de Huntington (HD),
la atrofia muscular espinal y bulbar (SBMA), la enfermedad espinocerebelar Machado-Joseph
ataxia tipo 3 (MJD SCA 3) y las ataxias espinocerebelares tipos 1, 2 y 6. Todas estas enfermedades
contienen expansiones de tripletes repetidos CAG en las regiones codificantes de los genes
respectivos, lo que da como resultado la sintesis de regiones de poliglutaminas en las proteinas
mutantes. A pesar de que estas enfermedades estan relacionadas con el dafio a diferentes regiones
del cerebro, contienen caracteristicas que sugieren la presencia de un mecanismo comun: 1) existe
una relacion entre la gravedad del fenotipo y el nimero de repetidos y 2) con excepcion de la

SBMA, todas son enfermedades autosomicas dominantes.

El tipo II incluye el sindrome del X fragil (Fra X), la ataxia de Friedreich (FRDA) y la
distrofia miotonica (DM). Estas enfermedades se caracterizan por una complejidad de sintomas que
involucran diferentes tejidos. Las secuencias de los tripletes repetidos presentes en estas
enfermedades son diferentes en cada caso, pueden presentarse tripletes CGG, CTG o GAA. Estas
enfermedades presentan localizaciones especificas de los repetidos, de modo que pueden

encontrarse en el extremo 5 no traducido, en el extremo 3" no traducido o en regiones intronicas.

Una caracteristica importante entre los dos tipos de enfermedades causadas por la expansion
de tripletes es la longitud de los mismos; para el grupo I, los individuos afectados presentan
generalmente entre 40 y 70 repetidos, en tanto que para el tipo Il el tamano de los repetidos va

desde 50 hasta varios miles (Timchenko, 1999).
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Figura 4. Mecanismo de formacion de los trinucledtidos repetidos. A) Durante la replicacién de un
segmento de trinucledtidos (en rectdangulos), el cebador y la cadena templete se disocian (1). La
reasociacion ocurre con la formacion de un “loop” en la cadena inicial (2), la sintesis continua
con el “loop"” sin reparar (3) lo que resulta en la adicion de nucleétidos. B) Desplazamiento de un
fragmento de Okazaki. Se desplaza el extremo 5 del fragmento de Okazaki vecino (1°), las cadenas
desplazadas forman horquillas (2') que al continuar la sintesis y la ligacion resultan en la
expansion de nucledtidos (3') (Moore et al., 1999).

Un modelo que explica la expansion de repetidos se basa en el posible “resbalamiento™de la
DNA polimerasa durante la replicacién (Balakumaran et al., 2000). En éste modelo la disociacion
del DNA que contiene secuencias repetitivas durante la replicacion, esta seguida por reasociacion
inadecuada o mal alineada de las dos cadenas (figura 4), generando un “loop™ no apareado. Si éste
“loop™ no es reparado, el resultado es la adicion de nucledtidos (si el loop es generado en la cadena
sentido) o delecion de nucledtidos (si el “loop™ es generado en la cadena molde). En un segundo
modelo se establece que las expansiones ocurren durante el desplazamiento en la sintesis de un
fragmento de Okazaki ( Richards et al., 1994; Gordenin et al., 1997; Wells et al., 1998). Estructuras
secundarias formadas por los loops desalineados o por las cadenas sencillas desplazadas podrian
aumentar la inestabilidad de los repetidos y predisponer a expansion o contraccion, dependiendo de

su orientacion con respecto al origen de replicacion de DNA (Cleary et. al., 2002).
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11 JUSTIFICACION

Existen multiples causas de infertilidad masculina que incluyen diferentes etiologias. Sin
embargo un porcentaje considerable de casos se atribuyen a factores genéticos; de ahi el interés por
establecer si algunos polimorfismos en receptores de estrogenos y androgenos constituyen un factor

de riesgo para el desarrollo de esta patologia en una muestra de poblacion mexicana mestiza.

Por otra parte el incremento en el uso de técnicas de reproduccion asistida hace necesario el
estudio de posibles determinantes genéticos en el desarrollo de infertilidad, ya que existe el riesgo
de transmitir los defectos genéticos hacia la descendencia por medio de éstas alternativas de

reproduccion asistida.

111 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar los polimorfismos Xbal y Pvu Il del intron 1 del gen del receptor de estrogenos-a
y el nimero de trinucledtidos (CAG) repetidos en el exon 1 del gen del receptor de andrégenos,

para determinar su relacion con infertilidad masculina en una poblacién mexicana mestiza.

3.2 Objetivos particulares

s#Establecer las condiciones optimas para los ensayos de GeneScan y RFLP’s para el analisis del
numero de trinucledtidos CAG en el gen del receptor de andrégenos y los polimorfismos Pvu Il y
Xba I en el gen del receptor de estrégenos-a, respectivamente.

*#*Determinar la frecuencia del polimorfismo Pvull y Xbal en el receptor de estrogenos-a en una
muestra de poblacion mestiza mexicana y en hombres azoospérmicos y oligozoospérmicos.

**Determinar el numero de tripletes repetidos (CAG) en el gen del receptor de androgenos en
hombres fértiles mexicanos, asi como en hombres azoospérmicos y oligozoospérmicos.

«“*Determinar si la presencia de los polimorfismos estudiados representa un factor de riesgo para el
desarrollo de infertilidad masculina.

J. Manuel Herndndez Herndnde: 16



IV METODOLOGIA

4.1 Grupos de estudio

Se analizé con previo consentimiento informado el DNA de una muestra de poblacion
abierta de 115 mestizos mexicanos sanos, 60 hombres y 55 mujeres de entre 25-45 afios de edad,
recolectadas en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, con el objeto de
determinar la frecuencia genotipica de cada uno de los polimorfismos a estudiar. Por otro lado, se
analizé un grupo de 56 pacientes clinicamente diagnosticados con azoospermia y oligozoospermia
idiopdtica, provenientes de la unidad de Andrologia del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, para establecer la posible correlacion de los polimorfismos obtenidos
en éste grupo, frente a los obtenidos en un grupo de 52 hombre fértiles seleccionados de la muestra

de poblacion abierta.

Se excluyeron del estudio a los pacientes con hipogonadismo hipogonadotréfico, sindromes
obstructivos del tracto urogenital, microdeleciones en el brazo largo del cromosoma Y, y
anormalidades cromosémicas. El grupo control de hombres fértiles se conformé por hombres con

por lo menos un hijo concebido de manera natural, sin técnicas de reproduccion asistida.

4.2 Obtencion de DNA genomico

El DNA genémico se obtuvo de linfocitos de sangre periférica anticoagulada con EDTA,
mediante el método de altas sales. Aproximadamente 5-7 ml de sangre se centrifugaron a 3500 rpm
durante 15 minutos y se separaron los globulos blancos de la interfase con una pipeta Pasteur. Los
globulos rojos remanentes se eliminaron mediante lavados con solucion de lisis RCBL (Tris-HCI
10 mM pH = 7.6, MgCl, 5mM y Na CI 10 mM). La pastilla de glébulos blancos se resuspendié con
180 pl de NaCl 5mM y se agregaron 100 pl de SDS al 10%, se agité e incubd 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 600 pl de NaCl saturado, se agité e incubo a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 15 minutos a 1500 rpm. El sobrenadante se transfirio
a un tubo de 1.5 ml estéril y el DNA se precipité con dos volimenes de etanol absoluto. EI DNA se
separé mediante centrifugacion de la solucion alcohdlica y se lavé con etanol al 70%.
Posteriormente se dejo secar a temperatura ambiente. Por ultimo el DNA se resuspendié con 50 pl

de agua desionizada estéril y se almaceno a 4°C hasta su analisis.




A todas las muestras obtenidas se les realizd un analisis espectrofotométrico mediante

lecturas a 260 y 280 nm. La concentracion de DNA se calculd mediante la siguiente formula:

[DNA(ng/ul)]= (Ao )dilucion™y(S0ng/pl)
Considerando que | densidad optica a 260 nm equivalen a 50 ng/ul de DNA. La relacion
260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se considera que las relaciones comprendidas entre 1.8

y 2.0 unidades de D.Oz son las optimas.

Para determinar la calidad de las muestras de DNA se realizaron electroforesis en

geles de agarosa al 1% tefnido con bromuro de etidio [0.5pg/ul].

4.3 Anilisis de polimorfismos en el receptor de Estrogenos-a
4.3.1 PCR

Se mezclaron 100 ng de DNA, 10 pmol de cada oligonucleétido (Kukuvitis et. al., 2002),
tabla 2 (Invitrogen) , 2 U de enzima taq polimerasa (Invitrogen), dNTP’s 0.2 mM , MgCl, 3 mM,
KCI 50 mM , Tris-HCI 20 mM pH =8.4 y agua destilada estéril en un volumen final de 25 pl.

Para la amplificacion del intron 1 del receptor de estrogenos-a , las condiciones de reaccion
fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos, seguidos por 30 ciclos consistentes en
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, un paso de alineamiento a 61°C por 30 segundos,

una etapa de extension a 72°C por 2 minutos y un paso final de extension durante S minutos.

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en los ensayos de PCR.

Localizacion Secuencia direccion 5° 3’ Nombre
Intrén | RE-aa S: CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC ESTRO.F
A: TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA ESTRO.R

Exén | RA S: GCCTGTTGAACTCTTCTGAGC ANDROI.F
A: GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTC ANDROI.R

Exén 1 RA S: GCCTGTTGAACTCTTCTGAGC' REAF.F
A: GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTC' REAF.R

S: secuencia sentido; A: secuencia antisentido
*Oligonucledtidos marcados con el fluorocromo FAM en el extremo 3
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4.3.2 RFLP

El ensayo de restriccion consistio en la digestion con las enzimas Xbal y Pvull (Yaich

et al., 1992; Ki Ok et al.,, 1997) de cada producto de PCR, correspondiente al intron | del RE-a

(figura 5).
A
Xbal _Pwull
T o il
I -
B
xx:5-CCCTGAGTGTGGTCTAGAGTTGGGATGAGC-3"
XX:5 -CCCTGAGTGTGGTCTGGAGTTGGGATGAGC-3"
pp:3-AAATGTCCCAGCTGTTTTATGC-3
PP:5-AAATGTCCCAGCCGTTTTATGC-3

Figura 5. Localizacion y secuencia de los sitios de restriccion de las enzimas Xbal y Pvull. A) El
sitio de restriccion de Xbal se localiza aproximadamente a 50 pb de distancia del sitio de
restriccion de la enzima Pvull y a aproximadamente 350 pb antes del exén 2. B) XX indica la
ausencia de corte enzimdtico debido al cambio en una base (A>G) en la secuencia de
reconocimiento de Xbal,. PP indica la ausencia de corte enzimdtico debido al cambio (T>C) en la
secuencia de reconocimiento de Pvull.

Cada producto de PCR (1347 pb), se dividié en partes iguales; por un lado, se prepar6 una
reaccion de 25 pl en la que se agregaron 10 ul de DNA, 4 U de enzima Pvull (New England
BioLabs), 2.5 pl de buffer de dilucion (NaCl 50 mM, Tris-HC! 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT ImM)
y agua destilada estéril, en cuya digestion se obtuvieron productos de 436 y 936 pb. Por otra parte
se agregaron 10 pl de DNA, 2 U de enzima Xba | (New England BioLabs), 2.5 ul de buffer de
dilucion (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1mM), BSA y agua destilada estéril

en un volumen final de 25 pl, en cuya digestion se obtuvieron productos de 391 y 981 pb.
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Las reacciones de restriccion se incubaron a 37 °C durante 2 horas y se analizaron en un gel

de agarosa al 1.5%.

4.4 Analisis de trinucledtidos repetidos (CAG)n en el receptor de Andrégenos.

4.4.1 PCR

Las condiciones de reaccion para la amplificacion del exon 1 del RA fueron las siguientes:
una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, seguidos de 32 ciclos consistentes
en un paso de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, una etapa de alineamiento a 65°C durante
| minuto, una extension por un minuto a 72 °C y un paso final de extension a 72°C por 5 minutos.
Se mezclaron 100 ng de DNA, 10 pmol de cada oligonucledtido (Tabla 2 ) (La Spada et al., 1991)
(Invitrogen), 10 pmol de cada oligonucledtido marcado con el fluorocromo FAM en el extremo 3’
(Invitrogen), en una relacion 3:1; 1 U de enzima taq polimerasa (Invitrogene), dNTP’s 0.2 mM,
MgCl, 3 mM, KCI 50 mM | tris-HC] 20 mM pH =8.4 v agua destilada estéril en un volumen final
de 25 pl.

4.4.2 GeneScan

GeneScan (PE Applied Biosystems) es un software (til para la determinacién del tamano

de fragmentos de DNA separados electroforéticamente en un secuenciador automatico de DNA.

El analisis mediante GeneScan consistio en agregar 12 pl de formamida desionizada y 0.5
pl del estandar interno TAMRA 500 (PE Applied Biosystems) por cada 1pl de producto de PCR.
La mezcla se desnaturalizé en termoblock a 95°C durante 5 minutos y se inyecto en el equipo de
secuenciacion automatica (PE Applied Biosystems) con un tiempo de corrida de 30 minutos para

cada muestra.

El nimero de trinucledtidos (CAG) repetidos en el producto de PCR se obtuvo mediante la
diferencia de tamario de una muestra con un nimero conocido de tripletes mediante secuenciacion

automatica, y el tamaiio obtenido para cada muestra.
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4.4.3 Secuenciacion de DNA

Para conocer el nimero exacto de repetidos CAG en una muestra que sirviera como
referencia para obtener el tamano de los alelos en los grupos de estudio, se secuencio el producto de
PCR correspondiente a la region de repetidos (CAG) en el RA de dos muestras diferentes. Para ello

se siguid la siguiente metodologia.

Se purifico la banda correspondiente al producto de PCR con el reactivo GelExtraction kit
(Marligen Biosciences). Se mezclaron 40 ng del producto purificado, 4 pl de dRhodemine
Terminator Cycle Sequencing kit (PE Applied Biosystems), 0.32 pmol de oligonucledtido (tabla 2)
y agua destilada estéril en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial de 98 °C durante 5 min. y 25 ciclos consistentes en
desnaturalizacion durante 10 seg. a 98 °C, alineamiento durante 5 seg. a 65 °C y extension durante
4 min. a 60 °C. El producto de PCR se purificé mediante columna (QiaGen) y se concentrd a
sequedad. Después se resuspendié en formamida y se cargé en un gel de secuenciacion (PE
Applied Biosystems). Por dltimo se analizé y conté el nimero de repetidos en la muestra

secuenciada (figura 8).
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V RESULTADOS

Andlisis de polimorfismos Xba I y Pvull en el receptor de estrégenos-a.

El analisis de polimorfismos en el RE-a se realizé mediante la restriccion de los productos
de PCR con las enzimas Pvu Il y Xba 1. Los productos de restriccion fueron observados en geles de

agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio (figura 6).

1 2
M Pvull Xbal Pvull Xbal

e

Figura 6. Andlisis de genotipos en los polimorfismos Pvu [ y Xba I. En el caso 1 se muestra un
homocigoto para el alelo silvestre con Pvu Il (pp) y heterocigoto cuando se restringe con Xba I
(Xx). En el caso 2 se observa un heterocigoto con la enzima Pvu Il (Pp) y un homocigoto para el
alelo mutante con Xba I (XX). M : marcador de 100 pb.

Del analisis de restriccion de ADN, se obtuvieron las frecuencias genotipicas y alélicas de
cada polimorfismo en una muestra de poblacion abierta de 115 mestizos mexicanos (tablas 3 y 4 ) .
Las frecuencias genotipicas del polimorfismo Xba I en la muestra de mestizos mexicanos fueron las
siguientes: (XX) 27%, (Xx) 71%, (xx) 10%, mientras que las frecuencias alélicas fueron: (X) 0.62
y (x) 0.37. Las frecuencias genotipicas del polimorfismo Pvu Il fueron: (PP) 10.4%, (Pp) 38.2% y
(pp) 51.3%, las frecuencias alélicas fueron (P) 0.29 y (p) 0.70. Estas frecuencias se compararon con
las frecuencias reportadas en poblaciones asiatica y griega (Ki Ok et. al., 1997; Kukuvitis et al.,
2002).
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Tabla 3. Distribucién de frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Xba | en diferentes
poblaciones

Poblacion XX Xx XX total % X total Referencia
Mestiza 31 82 2 115 144 86 230 Presente
mexicana (27%) (71.3%) (1.7%) (62%) (37%) estudio
Asiatica 18 72 158 248 108 388 496 Ki Ok
(Corea) (7.3%) (29%) (63.7%) (21%) (78%) etal, 1997
Griega 10 28 26 64 48 80 128 Kukuvitis
(15.6%) (43.7%) (40.6%) (37%) (63%) et. al., 2003

Comparacion de frecuencias genotipicas entre poblacion Mexicana mestiza y Coreana,
X avas= 115; P<0.001.

Comparacion de frecuencias genotipicas entre poblacion Mexicana mestiza y Griega,
X a00s= 20.8;P<0.001.

Tabla 4. Distribucién de frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Pvu Il en diferentes
poblaciones

Poblacion PP Pp pp total P p total  Referencia
Mestiza 12 44 59 115 68 162 230 Presente
mexicana (10.4%) (38.2%) (51.3%) (29%) (70%) estudio
Asiatica 35 136 77 248 206 290 496 Ki Ok
(Corea) (14.1%) (54.8%) (31.1%) (41%) (58%) et. al. 1997
Griega 18 25 21 64 61 67 128 Kukuvitis et.
(28.2%) (39%) (32.8%) (48%) (52%) al., 2003

Comparacion de frecuencias genotipicas entre poblacion Mexicana mestiza y Coreana,
X avos= 115; P<0.001.

Comparacion de frecuencias genotipicas entre poblacion Mexicana mestiza y Griega,
X avos= 20.8; P<0.001.
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El analisis de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en los grupos de
pacientes infértiles y grupo control se realizé mediante la prueba de X2(software Analys-it, 2003)
Las frecuencias genotipicas del polimorfismo Xba I en el grupo de hombres fértiles (control) fueron
las siguientes: (XX) 33.9%, (Xx) 64.1%, (xx) 1.88%: las frecuencias alélicas fueron: (X) 0.66 y
(x) 0.33 (tabla 5). Las frecuencias genotipicas en el grupo de hombres azoospermicos fueron: (XX)
41.46%, (Xx) 58.5%, (xx) 0%, y las frecuencias alélicas: (X) 0.70 y (x) 0.30. Las frecuencias
obtenidas en el grupo de hombres oligozoospermicos fueron: (XX) 42.85%, (Xx) 57.1%. (xx) 0%,

mientras que las frecuencias alélicas: (X) 0.71 y (x) 0.29. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas {X, = 0.45; P =0.5023) cuando se compararon el grupo de

a (03

hombres controles fértiles v el grupo de pacientes azoospermicos y oligozoospermicos en el

polimorfismo Xba I (tabla 5).

Para el polimorfismo Pvu Il (tabla 6), las frecuencias genotipicas obtenidas en el grupo
control fueron las siguientes: (PP) 7.58%, (Pp) 33.9% y (pp) 58.5%, las frecuencias alélicas
obtenidas fueron (P) 0.24 y (p) 0.75. Las frecuencias genotipicas obtenidas en el grupo de pacientes
azoospermicos fueron: (PP) 12.19%, (Pp) 19.51% y (pp) 68.29%, las frecuencias alélicas fueron
(P) 0.22 y (p) 0.78. En el grupo de pacientes oligozoospermicos la frecuencia genotipica fue (PP)
0%, (Pp) 78.57% y (pp) 21.42%, mientras que las frecuencias alélicas fueron (P) 0.39 y (p) 0.60.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (z\/ angs—0.25; P=0.6171)

cuando se compararon las frecuencias genotipicas del grupo de hombres fértiles con los pacientes

azoospérmicos y oligozoospermicos para el polimorfismo Pvu Il

Andlisis de trinucledtidos (CAG)n en el receptor de Andrégenos.

El analisis de trinucledtidos repetidos en el RA mediante GeneScan indica el tamaio
completo de cada producto de PCR (figura 7). Para conocer el nimero exacto de tripletes fue
necesario realizar la secuenciacion automatica de una muestra (figura 8) que sirvié como referencia

cuando se obtuvo ¢l tamafio de los alelos en las muestras de cada uno de los grupos estudiados.
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Tabla 5. Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Xba | en el receptor de
estrogenos-o.

Grupo XX Xx Xx total X X total
Control’ 18 34 1 53 70 36 106
(33.9%) (64.1%) (1.88%) (66%) (33%)
Azoospérmicos’ 17 24 0 41 58 24 82
(41.46%) (58.5%)  (0%) (70%)  (30%)
Oligozoospérmicos’ 6 8 0 14 20 8 28
(42.85%) (57.1%)  (0%) (71%)  (29%)

Comparacion de frecuencias alélicas entre el grupo control y azoospérmicos,
2

X a005= 0.45; P =0.5023
Comparacion de frecuencias alélicas entre el grupo control y oligozoospérmicos,

Xa00s=2.04: P =0.1532

Tabla 6. Distribucién de frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Pvu Il en el receptor de
estrogenos-a.

g PP Pp pp total P P total
1 4 18 31 ) 26 80
m (1.58%)  (339%)  (85%) 0 (@a%) (15%) 0
2
Azoospérmicos’ : 8 28 41 18 64 %2
(12.19%)  (19.51%)  (68.29%) (22%)  (78%)
Oligozoospérmicos’ 0 1 3 14 11 17 28
(0%) (78.57%)  (21.42%) (39%)  (60%)

Comparacion de frecuencias alélicas entre el grupo control y azoospérmicos,
Xao0s= 0.25; P=0.6171.

Comparacion de frecuencias alélicas entre el grupo control y oligozoospérmicos,
Xao05= 0, 45; P=0.5023
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Figura 7. Andlisis por Genescan de un alelo con 28 repetidos. En el electroferograma superior se
observa un pico correspondiente al producto de PCR con un tamario de 422 pb (flecha). En el

electroferograma inferior se observa la separacion del estdndar interno (marcador) de 500 pb.
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Figura 8. Secuenciacion de trinucledtidos repetidos. Se muestra la secuencia del alelo analizado
mediante GeneScan en la que se observan 28 repetidos (CAG)
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Se analizé la distribucion de la longitud de trinucledtidos repetidos CAG en el RA por
medio de GeneScan, en las muestras de 52 hombres fértiles y 55 hombres infértiles, de éste tltimo
grupo 41 hombres azoospermicos y 14 oligozoospérmicos. El andlisis estadistico de trinucledtidos
repetidos entre los grupos de estudio se realiz6 mediante la prueba de ¢ de student con un nivel de

significancia del 95%.

Se determiné que el promedio de repetidos (CAG) en el exén 1 del RA en el grupo control,
fue de 27.36 + 2.09, con un rango de 23 a 31 repetidos, en el grupo de pacientes oligozoospérmicos,
el promedio de repetidos fue de 28.37 + 1.29. con un rango de 26 a 32, mientras que en el grupo de
pacientes azoospérmicos, el promedio de repetidos fue de 27.91 + 2.7, con un rango de 23 a 34

repetidos (figura 10).

La longitud de los repetidos CAG, fue mayor en el grupo de pacientes oligozoospérmicos
que en el grupo de hombres fértiles usando la prueba t (r =1.7 > 1.67 a=0.05;P =0.093), sin
embargo éstas diferencias no fueron altamente significativas. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la longitud de los repetidos en los pacientes azoospérmicos
comparados con el control de hombres fértiles. En la figura 9, se observa que la mayoria de los
sujetos del grupo control fértil tiene una longitud de 29 repetidos (21.15%), mientras que en el
grupo de pacientes infértiles, el tamaiio mas frecuente fue de 28 repetidos (19.64%). En la figura 10,

se observa la distribucion de los repetidos en lo pacientes azoospérmicos y oligozoospérmicos.

En cada grupo de estudio se determino la concentracion sérica de las hormonas FSH, LH y
Testosterona (Tabla 8). En ninguno de los grupos de pacientes infértiles se encontraron valores

anormales para éstas determinaciones.
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Figura 9. Grdfico de la distribucion del numero de trinucledtidos repetidos CAG en el receptor de
androgenos, en pacientes infértiles y en un grupo de controles fértiles.

Tabla 7. Datos hormonales de pacientes azoospérmicos y oligozoospérmicos.

Determinacion Azoospermicos Oligozoospermicos Valores normales *

FSH (mUl/ml) 9.6 +4.38 549423 1.6-17.8

LH (mUlml) 13.08+73 2.29 + 1.54 1.4-11.1
Testosterona (ng/dL) 552.4 +202.2 320.5+ 89.7 270-1100

* Kukuvitis et al., 2002.
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Figura 10. distribucion de los trinucledtidos repetidos CAG en el receptor de androgenos, en un
grupo de pacientes azoospérmicos, un grupo de pacientes oligozoospermicos, asi como en un grupo
control de hombres fértiles.

Con el objeto de conocer el nimero de tripletes (CAG) en el gen del RA a partir del cual
podria representar un factor de riesgo para el desarrollo de infertilidad en la muestra analizada, se
construy6 una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) (figura 11) (Mengual et al., 2003).
Con base en éste analisis se determino el limite de 28 repetidos debido a que en éste punto se
maximiza el valor de sensibilidad (0.58) y especificidad (0.65), con un drea bajo la curva de 0.0553
(P= 0.1043). Se agruparon los pacientes con < 28 repetidos y los pacientes con > 28 repetidos y se
compararon con los controles fértiles con < 28 repetidos y con = 28 repetidos mediante analisis de

chi cuadrada (X’ =0.05).
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Figura 11 . Curva ROC de los repetidos CAG en el RA. Se indica el punto de corte (28
repetidos) en el que se maximiza el valor de especificidad y sensibilidad (flecha).

El resultado de éste analisis indica que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (P = 0.5179), por lo que se determind que la presencia de éste numero de

repetidos en la muestra analizada de pacientes no representa un factor de riesgo para el desarrollo de
oligozoospermia.
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V1l DISCUSION

Desde la caracterizacion del receptor de estrogenos-a (Ponglikitmongkol et al., 1988), se ha
intentado determinar si diferentes polimorfismos a lo largo del gen representan un factor de riesgo o
contribuven al desarrollo de varias patologias como cincer de prostata, cancer de mama,
osteoporosis y en afios recientes, con base en el entendimiento de las bases moleculares de accion

de los estrogenos en el funcionamiento de tracto reproductor masculino, con infertilidad.

Eddy y cols., (1996) han reportado que los estrogenos son responsables, por medio de su
receptor alfa, de regular varios procesos como la reabsorcion de los fluidos luminales a nivel de
epididimo y conductos deferentes, regular la motilidad espermatica, el metabolismo oxidativo y la
longevidad, y que la reduccion en la cantidad de espermatozoides es consecuencia de una alteracion
en alguno de éstos mecanismos a través de la alteracion del receptor, lo que repercute
definitivamente en la ausencia de fertilidad en ratones machos “knockout” para ésta proteina. Con
base en éstos reportes, analizamos en éste estudio la posible asociacion de polimorfismos en el

RE-a con infertilidad masculina en pacientes con azoospermia y oligozoospermia idiopatica.

Al analizar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos Pvu Il y Xba I en el
intron | del gen del RE-a no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control y los pacientes infértiles (tablas 5 y 6) , aunque es interesante que en el grupo de
pacientes oligozoospérmicos no se hayan encontrado homocigotos mutantes (PP). En el grupo de
pacientes azoospérmicos, las frecuencias genotipicas son muy parecidas a las observadas en el
grupo control y de manera interesante, el genotipo mas frecuente es el homocigoto silvestre (pp).
Cuando se comparan las frecuencias alélicas en los tres grupos de estudio, no se encuentran

diferencias significativas ya que en todos los grupos estudiados predomina el alelo silvestre (p).

Con respecto al polimorfismo Xba I, no se encontraron individuos con el genotipo
homocigoto silvestre (xx) en ninguno de los dos grupos de pacientes infértiles analizados, mientras
que el genotipo (Xx) se encontré con mayor frecuencia en los tres grupos estudiados. Las
frecuencias alélicas no muestran diferencias significativas entre los tres grupos estudiados,
observandose con mayor frecuencia el alelo mutante (X). Kukuvitis y cols., (2002) observaron que

en poblacion griega, el genotipo homocigoto silvestre (xx) se encontré con menor frecuencia en
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pacientes azoospérmicos con respecto al grupo control, del mismo modo el alelo mutante fue
significativamente mas frecuente que el alelo silvestre. sugiriendo que la disminucion del alelo
silvestre contribuye al desarrollo de azoospermia en la poblacion analizada. Estos resultados no son
consistentes con los que hemos observado en la muestra de nuestra poblacion, y nos sugiere que la
correlacion entre el polimorfismo Xbal e infertilidad masculina es dependiente del grupo étnico
analizado, ya que las frecuencias alélicas en nuestro grupo control, difieren significativamente del

grupo control analizado por Kukuvitis.

Aunque el objetivo de éste estudio es determinar si polimorfismos en el RE-a y el RA
constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de anormalidades de la espermatogénesis en un
grupo de pacientes con infertilidad masculina, es interesante determinar las frecuencias genotipicas
y alélicas en una muestra de la poblacion mexicana mestiza, ya que éstos datos son dtiles en
estudios de genotipificacion de poblaciones mexicanas y también como referencia para futuros

analisis poblacionales.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos Pvu Il y Xba I, se muestran en
las tablas 3 y 4. Se compararon dichas frecuencias con poblaciones asiatica y griega (Kukuvitis et
al., 2003; Ki Ok et al.,1997) debido a que no se han reportado éstos datos en ninguna poblacion
mexicana. En la poblacion mestiza mexicana, la frecuencia del genotipo heterocigoto (Xx) es mayor
que el genotipo homocigoto mutante (XX) y éste mayor que el homocigoto silvestre (xx), por lo que
el alelo mutante también se encuentra con mayor frecuencia en ésta muestra. Cuando se comparan
las frecuencias alélicas entre las tres poblaciones, encontramos que el alelo mutante, se encuentra
con mayor frecuencia en mexicanos mestizos que en las poblaciones asiaticas y griega, aunque no
difieren significativamente. Por otra parte, el analisis del polimorfismo Pvu Il muestra que en los
individuos mestizos mexicanos el genotipo mas frecuente es (pp). mientras que en griegos y
asiaticos es (Pp), sin embargo, el alelo mas frecuente en las tres poblaciones es el silvestre (p). Esto
se debe a que las poblaciones asidtica y griega tienen un elevado nimero de individuos

heterocigotos que contribuyen al aumento de la frecuencia del alelo silvestre.

Por otra parte con el objeto de determinar si el nimero de trinucledtidos (CAG) repetidos en
el RA es un factor que contribuye al desarrollo de infertilidad, se obtuvo el nimero de repetidos en
pacientes azoospérmicos, oligozoospérmicos y en un grupo de hombres fértiles. Es interesante que

la media de repetidos en nuestro grupo control, sea mayor que el reportado en hombres fértiles en
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varios estudios. En poblacion japonesa el rango normal es de 16 a 31 repetidos, con un
promedio de 21.4 (Komori et al. 1999), en poblacion australiana de 17 a 25 repetidos, con un
promedio de 20.5 (Dowsing et al. 1999), en poblacién estadounidense de 8 a 27 repetidos, con
promedio de 20.7 (Mifsud et al. 2002) y en poblacion espaiiola de 15 a 34 repetidos con promedio
de 22.4 (Mengual et al. 2003), mientras que en nuestro grupo control es de 23 a 31 repetidos con un

promedio de 27.36.

El analisis de los trinucledtidos (CAG) repetidos entre los grupos de estudio, no mostro
diferencias significativas. Se realizé un analisis estadistico preliminar con la prueba t de student
para comparar los promedios del nimero de repetidos en cada grupo, observandose diferencias
entre el grupo control y los pacientes oligozoospérmicos (1 =1.7 > 1.67, yas: P =0.093). Sin
embargo las diferencias encontradas no son altamente significativas, ya que el valor observado es
por muy poco superior al valor esperado de 1, por lo que se analizo la curva ROC como un método
estadistico mas sensible. En ésta prueba se obtuvo el punto de corte de 28 repetidos, que fue til
para analizar si un nimero mayor de 28 repetidos representa un factor de riesgo para desarrollar
infertilidad, el resultado de esta prueba muestra que no existen diferencias significativas entre los
hombres infértiles y el grupo control. Esta metodologia se utilizd debido a la poca diferencia
estadisticamente significativa obtenida mediante la prueba t de student y siguiendo el analisis
realizado por Mengual y col., (2003) quienes analizaron los datos reportados en la literatura como

un modo de unificacion de criterios en éste tipo de analisis.

Mengual y cols., (2003) determinaron un punto de corte de 23 repetidos en poblacion
espainola, encontrando que mas de 23 repetidos representan un factor de riego para el desarrollo de
azoospermia y que 27 repetidos incrementan 4.06 veces el riesgo de desarrollar esta patologia. Estos
resultados no son consistentes con los obtenidos en este estudio, ya que se determind un punto de
corte de 28 repetidos, y el andlisis de chi cuadrada no muestra diferencias significativas
(X?400s =0.42. P = 0.5179) entre los pacientes infértiles y el grupo control. El nimero promedio de
repetidos (CAG) en el grupo control fue de 27.36, de manera interesante, este valor es mucho
mayor que lo reportado no sélo en hombres azoospermicos, sino también mayor que el numero
promedio de repetidos en hombres sanos en los estudios realizados hasta el momento. Esto puede
sugerir que el desarrollo de infertilidad como causa de un nimero elevado de tripletes es
dependiente del grupo étnico y no independiente como sugiere Mifsud (2001), quien estudio el

nimero de repetidos en poblaciones de Estados Unidos y Singapur, encontrando que las diferencias
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en la longitud de los repetidos esta significativamente asociada con infertilidad masculina de

manera independiente del origen étnico (Mifsud et al., 2001).

Es importante sefialar que las muestras con el nimero mas grande y mas pequeio de

repetidos fueron secuenciadas para validar el método de analisis utilizado.

En resumen, nuestros resultados nos indican que la presencia de los polimorfismos Xba | y
Pvu Il en el RE-a y el nimero de trinucleotidos repetidos CAG en el gen del RA no constituyen un
factor de riesgo para el desarrollo de infertilidad masculina en la muestra analizada. Sin embargo es
posible que la influencia de factores ambientales o polimorfismos en otros genes involucrados en el
desarrollo y regulacion del sistema reproductor masculino, contribuyan al desarrollo de ésta
patologia, como lo han sugerido Ferlin y col. (2004), quienes analizaron el efecto combinado del
nimero de trinucledtidos repetidos CAG y GGC en el gen del RA, encontrando diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de éste haplotipo entre los pacientes infértiles y el

grupo control.
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VIl CONCLUSIONES

1. La presencia de los polimorfismos Pvu 1l y Xba I en el RE-a y el nimero elevado de
trinucledtidos (CAG) repetidos en el RA no representa un factor de riesgo para el desarrollo de
infertilidad masculina, en la muestra analizada.

2. El numero promedio de repetidos CAG en el RA en una muestra de hombres mestizos mexicanos
sanos, es de 27.36, mayor al reportado en todos los estudios realizados hasta ahora.

3. El numero de repetidos CAG del gen del RA no esta asociado con infertilidad masculina en una
muestra de pacientes mestizos mexicanos con azoospermia y oligozoospermia idiopatica.
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