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Glosario.

ADN: Abreviatura de acido desoxirribonucleico (en inglés deoxyribonucleic acid o
DNA). Es la molécula que contiene y transmite la informacioén genética de los
organismos. Esta formada por dos cadenas complementarias de nucleétidos que
se enrollan entre si formando una doble hélice que se mantiene unida por
enlaces de hidréogeno entre bases complementarias. Los cuatro nucleétidos que
forman el ADN contienen las bases adenina (A), guanina (G), citosina (C) y
timina (T). Dado que en el ADN |a adenina se empareja s6lo con la timina y la
citosina sélo con la guanina, cada cadena del ADN puede ser empleada como
molde para fabricar su complementaria.

ARN: Molécula formada por un poli-ribonucleétido de longitud variable que
contiene Uracilo en vez de Timina. Hay tres tipos: ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosomal (ARNr) y ARN transferente (ARNY).

Cariotipo: Dotacion cromosémica completa de un individuo o una especie, que
puede observarse durante la mitosis. El término también se refiere a la
presentacion grafica de los cromosomas, ordenados en pares de homologos y
que se puede describir conforme a una nomenclatura convencional.

Célula: unidad estructural y funcionai de los seres vivos, generalmente

microscopica, con un solo nulcleo en el citoplasma. Esta aislada del medio
externo por la membrana celular.

Centrémero: Region del cromosoma que separa los dos brazos y en la que se

unen las dos cromatides. Es la regién de unién a las fibras del huso acromatico
durante la division celular.

Contig: contiguidad entre 2 secuencias de ADN, creada por ensamblaje de

fragmentos cromosoémicos vecinos (natural o artificial, como es el caso de los
BACs o YACs).

Cromatina: Material formado por acidos nucleicos y proteinas que se observa en
el nucleo de la célula en interface.

Cromosoma: Estructura filamentosa autorreplicativa constituida por cromatina.

Delecion o eliminacion: Pérdida de material genético de un cromosoma
que puede ir desde la pérdida de un solo nucleotido (deleccidén
puntual) hasta la pérdida de grandes regiones visibles
citogenéticamente.

De novo: Literalmente "de nueva procedencia”, para referirse a algo no
heredado.

Dominio: Segmento de un polipéptido o de ADN que tiene propiedades
especificas conocidas.



Electroforesis: Es la técnica por la cual mezclas complejas de moleculas como
proteinas, ADN o ARN se separan en un campo eléctrico de acuerdo al tamafio
y a su carga eléctrica. La electricidad empuja las moléculas a través de los poros
de un gel, gque es una sustancia firme como la gelatina.

Eucromatina: Es la cromatina genéticamente activa, desenrollada en interfase y
que se tifie mas intensamente durante la mitosis en la cual adquiere un estado
condensado en forma de hélice.

Exén: Porcién de una molécula de ADN, que produce aquellas partes del ARN
precursor que no son eliminadas durante la transcripcién, forman el ARN

mensajero y por tanto especifican la estructura primaria del producto de los
genes.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas observables de un organismo o grupo,
fruto de la interaccién entre su genotipo y el ambiente en que éste se expresa.

FSH: Hormona Foliculo Estimulante.

Gen: Unidad de herencia que ocupa una posicion concreta en el genoma (locus)
y esta constituido por una secuencia de ADN que codifica un ARN funcionali.

Gen candidato; Gen al que se hace responsable de una enfermedad, tanto por la
posicién que ocupa en el mapa genémico (candidato posicional) como por las
propiedades de la proteina que codifica (candidato funcional).

Genotipo: Conjunto de los alelos de un individuo en uno, varios o todos
sus loci.

Heterocromatina: Cromatina transcripcionalmente inactiva que muestra alta
condensacion durante la interfase y se replica al final de la fase S del ciclo
celular (heterocromatina constitutiva). La heterocromatina facultativa esta
constituida por eucromatina que adquiere las caracteristicas de la
heterocromatina en determinados estadios del desarrollo.

Hibridizacion in situ fluorescente (FISH): Técnica usada para localizar una sonda
marcada en una regién cromosoémica, haciéndola hibridar con el ADN de una
preparacion de células en interfase o en mitosis.

Mapeo: Término que designa colectivamente los distintos procedimientos (tanto
genéticos como fisicos) empleados en la construccién de mapas génicos.

LH: Hormona luteinizante.

Oligonucleétido: Secuencia lineal de nucleétidos unidos por enlaces fosfo-
diéster, habitualmente no mayor de 50 nucleétidos.

PACs: Cromosomas artificiales de fagos.



Par de bases: Dos nucleétidos complementarios en una molécula de ADN
bicatenario.

Polipéptido: Polimero formado por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.

Primer o cebador: Pequena cadena de nucleétidos a partir de la cual la ADN
polimerasa inicia la sintesis de una molécula nueva de ADN.

Proteina: Una molécula compuesta por una o mas cadenas de aminoacidos. Las
proteinas desempefian una amplia gama de actividades vitales en la célula.

Seudogén: Gen inactivo (no produce un producto proteico) cuya secuencia tiene
un alto grado de homologia con otro gen funcional que esta en un locus distinto.
Un seudogén procesado es una copia de otro gen pero que carece de intrones,
tiene una pequeia cadena de poliadeninas y esta flanqueado por repeticiones
cortas; se piensa que proviene de la integracién en el genoma de ARN maduro
retro transcrito.

STS: Acronimo inglés de "Sequence-tagged site" (lugar con una secuencia
marcada). Fragmento corto (200 a 500 pb) de ADN genémico cuya secuencia es
conocida y su posicion ha sido determinada en el mapa fisico o genético. Esto
permite que sean usados como marcadores genéticos en el desarrollo de mapas
fisicos del genoma humanoSouthern blot: Una técnica que se utiliza para
identificar y localizar secuencias de ADN en una mezcla compleja y que son
complementarias a otro fragmento de ADN llamado sonda.

YAC: Acrénimo inglés de "Yeast artificial chromosome” (Cromosoma artificial de
levadura). Vector plasmidico de clonaje que contiene en su ADN las secuencias
del centromero, del teldmero y la secuencia que controla la replicacion auténoma
del cromosoma, lo que posibilita el clonaje de fragmentos de hasta tres millones
de bases de longitud



RESUMEN.

Las microdeleciones en las regiones AZFa-c ubicadas en el brazo largo del
cromosoma Y son la causa de aproximadamente 10% al 20% de los casos de
infertilidad idiopatica masculina, particularmente en los pacientes con
azoospermia u oligozoospermia severa. La deteccion de este tipo de mutaciones
es sumamente importante en los candidatos a IVF e ICSI, ya que son
mutaciones heredables a la descendencia masculina y por tanto causa de
infertilidad en una siguiente generaciéon. Objetivo. Determinar la existencia de
microdeleciones de las regiones AZF del cromosoma Y en un grupo de
pacientes mexicanos con azoospermia y oligozoospermia severa. Material y
Métodos. Se seleccioné un grupo de 38 pacientes azoospérmicos y 12
oligozoospérmicos de etiologia desconocida. Previo consentimiento informado,
se aislé DNA gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica. El tamizaje de
microdeleciones en Y se llevd a cabo mediante la amplificacion por PCR de STS
ubicados en las regiones AZF en dos reacciones pentaplex confirmatorias. Los
productos de PCR se tipificaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
2% teridos con bromuro de etidio. Resultados. Del grupo de 50 pacientes
analizados, 7 (14%) presentan deleciones en las regiones AZF, de los cuales 5
casos (10%) presentaron delecion de la regidon AZFc y 2 (4%) en la regién
AZFb. No se encontraron deleciones en AZFa. Conclusion. La incidencia de
microdeleciones en pacientes mexicanos con problemas de fertilidad fue de un
14%, presentandose una mayor incidencia en la regién AZFc, seguida por la
region AZFb, lo cual produce diversas testiculopatias.



INTRODUCCION.

Estudios poblacionales indican que aproximadamente un 15% de las parejas son
infértiles, diagnosticandose un factor masculino en un 40% - 50% de los casos.
Aunque se observe a partir de este dato que la infertilidad masculina es un
problema comun, poco se conoce acerca de los posibles factores genéticos que
puedan dar lugar a este tipo de patologia, salvo en casos asociados a
deleciones en el cromosoma Y.

La asociacion inicial entre las deleciones del brazo largo del cromosoma Y (Yq) y
la infertilidad, fue descubierta mediante Ia deteccion de grandes deleciones en
cariotipos de hombres con azoospermia por Tiepolo & Zuffardi postulando la
existencia de un “factor”, localizado en el cromosoma Y, necesario para una
espermatogénesis normal. Esta hipétesis recibid un gran soporte experimental y
recientemente, con el desarrollo de sitios de secuencia especificos (STS)
permitieron la deteccién de deleciones submicroscopicas no detectables con el
analisis citogenético y detectables solo por STS-PCR.

El analisis de microdeleciones del cromosoma Y se ha convertido hoy en dia en
una herramienta muy importante para el diagnéstico de pacientes infértiles que
pretenden someterse a técnicas de reproduccién asistida. Este tipo de pruebas
empez6 ha realizarse relativamente hasta hace poco tiempo.



MARCO TEORICO.

LA INFERTILIDAD MASCULINA.

La infertilidad, definida como la incapacidad de concebir después de un afo de
relaciones sexuales regulares y sin medidas anticonceptivas con la misma
pareja’’, es uno de los problemas que afecta alrededor del 15% de los
matrimonios. En términos generales la incidencia de infertilidad por factor
masculino es de alrededor de un 30 % como factor Gnico, y de 20 % mas
formando parte de los casos de patologia multiple, por lo que aproximadamente
en el 50 % de los casos el hombre es parcialmente responsable de la esterilidad
en la pareja. @ En México alrededor de 600,000 parejas son infértiles, 50% es
por causa femenina, 40% por causa masculina y mixta en el 10 %. ©

La etiologia de la infertilidad masculina, puede asociarse a padecimientos del eje
hipotalamo-hipéfisis-testiculo y otras endocrinopatias, asf como a factores que
madifican ampliamente la espermatogénesis (criptorquidia, varicocele,
traumatismo testicular y factores ambientales dependientes como el calor).
También se asocian a patologias que afectan el transporte de los
espermatozoides a través de los conductos sexuales masculinos y otros factores
que modifican la conducta sexual (impotencia, disfunciéon eyaculatoria), y a
algunas malformaciones u obstrucciones (hipospadias, ausencia u obstruccion
epididimaria, ausencia uni o bilateral de los conductos deferentes), ademas de
padecimientos infecciosos del tracto génito-urinario ®%. Otras causas pueden
ser farmacolégicas o téxicas. También existen causas generales: las mas
importantes son las inmunoldgicas, incluye la orquitis autoinmune, las causas de
origen genético, como el sindrome de Klinefelter, sindrome de Down, anorquidia,
aplasia de células germinales y el sindrome de células de Sertoli. Por tltimo las
de etiologia desconocida que incluye los sujetos infértiles en los que es
imposible precisar algin factor que Justifique la existencia del padecimiento,
también conocidos como idiopaticos.

Estudios recientes indican que la infertilidad idiopatica se debe a causas
genéticas ligadas al cromosoma Y, presentandose principalmente en pacientes
azoospérmicos y oligozoospérmicos severos.®® Dichos estudios han llevado al
conocimiento preciso de las zonas del cromosoma Y vitales para el desarrollo
anatémico y funcional testicular, en las cuales estan ubicados los genes que
codifican para factores de transcripcion determinantes del desarrollo testicular
ZFY (dedos de zinc del cromosoma Y) y SRY (regién determinante del sexo en
el cromosoma Y), mismos que se expresan durante el desarrolio
embrionario.”® Ademas de otros genes que codifican para factores de
transcripcion determinantes para la espermatogénesis.



La espermatogénesis es el proceso de desarrollo y maduracion de las células
germinales dentro de los tibulos seminiferos hasta obtener espermatozoides
maduros; proceso continuo que se lleva a cabo en un promedio de 74 dias para
la transformaciéon de espermatogonias indiferenciadas a espermatozoides y que
requiere la accidon de varias hormonas tales como la hormona foliculo-
estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y la testosterona entre otras; las
cuales acttian sobre las células germinales y las células de Sertoli, ® ' por la
existencia de una comunicacién estrecha entre estas.

Desde el punto de vista clinico, los valores hormonales y volimenes testiculares
en pacientes con deleciones en Y indican severas testiculopatias involucrando
solo el sistema espermatogénico. De hecho, los testiculos estan generalmente
reducidos en tamafio cuando las concentraciones de FSH son altas, ain cuando
los niveles plasmaticos de testosterona y LH estan dentro de lo normal. La
mayor parte de los estudios no reportan diferencias significativas en volimenes
testiculares y niveles de FSH entre pacientes afectados por testiculopatias
severas con o sin deleciones en Y. Sin embargo, existen estudios que muestran
lo contrario, asociando las deleciones en el cromosoma Y con niveles mas
altos"" y mas bajos!*? de FSH respectivamente por lo que existe controversia al
respecto'?  Si realmente existe una diferencia en concentraciones
hormonales entre pacientes con deleciones en Y y con pacientes sin deleciones,

serian necesarios mas estudios para entender los mecanismos responsables de
dichas diferencias.

MICRODELECIONES EN EL CROMOSOMA Y.

Todas las células humanas, excepto los eritrocitos, poseen un nucleo en el cual
contienen el material genético (DNA). La mayor parte del material contenido en
el nucleo esta constituido por cromatina, que consta de DNA y proteinas. Se
pueden reconocer dos estados fundamentales de la cromatina, la
heterocromatina y la eucromatina, cuya distribucién presenta gran dinamismo.
La heterocromatina se observa al microscopio como regiones altamente densas
y muy tenidas, en estas zonas la cromatina se encuentra altamente condensada,
y no presenta actividad transcripcional (no expresa los genes localizados en
esos sectores), por lo que se le denomina cromatina afuncional. La eucromatina
se observa como regiones menos densas y tefidas, aquf la cromatina se
encuentra mucho menos condensada, haciendo posible que ocurra la
transcripcién de los genes contenidos en esos sectores. EI DNA en el nicleo de
las células humanas se encuentra arreglado en 46 cromosomas y agrupados en
23 pares, 22 pares de cromosomas autosémicos y 1 par de cromosomas
sexuales XX en las mujeres y XY en los hombres. El cromosoma Y consiste de
un brazo corto (Yp) y un brazo largo (Yq). Las regiones pseudoautosémicas
(PARSs), las cuales se aparean con las del cromosoma X durante la meiosis, se
localizan a ambos extremos. La region fuera de las PARs, que no es



recombinante se ilama regién no recombinante del cromosoma Y (NRY). Esta
parte consiste de varias secuencias repetidas que pueden ser homélogas a
regiones en el cromosoma X o especificas de Y. El Yp y la parte proximal de Yq
se encuentran constituidos por eucromatina, mientras la parte distal del brazo
largo contiene heteracromatina, y esta regién puede variar en longitud
constituyendo aproximadamente la mitad o 2/3 partes de Yq (figura 1).

Region no recombinante (NRY)

NRY

Yo Eucromatina 0 || Heterocromatina - Ya

PAR1 / AZFa AZFb AZFc PAR2

Centromero .

Figura 1. Representacion esquematica del cromosoma Y.

El brazo largo del cromosoma Y puede ser dividido citogenéticamente en una
region proximal eucromatica (Yq11, subdividida en Yq11.1, 11.21, 11.22 y 11.23)
y una region distal heterocromatica (Yq12), (figura 2a). El mapa de Vergnaud''¥,
basandose en el mapeo por hibridacién de DNA, divide al cromosoma Y en siete
intervalos (figura 2b); el brazo corto y el centromero contiene los intervalos 1-4,
del distal al proximal; la parte eucromatica de Yq se representa por los intervalos
5y 6, proximal a distal; la region heterocromatica es definida como el intervalo 7.
Sobre estas bases Vollrath ¥ mas adelante dividio el mapa de siete intervalos
en 43 subintervalos, y éste es el mapa usado mas cominmente (figura 2c).



a) Mapa b) Mapa de  ¢) Mapa de
citogenética Vergnau Vollrath
- F2RA
b Yp11.32 AR - ey
c E§§4v gEMT
ZF 7
a Yp11.31 1 "1 11C2
0 2 A
<
c 1. ~ | 1IY1
0 Ypiz.2 3 3c | +55%
r L)
. aF
3G .
° \  yYp11.1 2 oy AMEL BRY
Yg11.1 q a5 li%e
1% 8 .
sc | 335°7 Jazra - USPSY
b T TY DBY
vqit1.21 |4y
T L1 vGY
a 5 i
z cDY
4] ] IXKR
SMCY
L Ygi1.22 :3?— EIF- &y AZFD —P RBMY
a —? RB\MY
r 6C 2
6 | EY .
o Yq11.23 —:5;2 Et%z AZf ¢ —» DAZ
° & CUV
k Ygi12 l u
q 1
i L oo W

Figura 2. Representacion esquematica del cromosoma Y. a) Bandeo cromosomico por tincién de Giemsa.
b) los siete intervalos del mapa de Vergnaud de! cromosoma Y. ¢) el mapa de 43 intervalos del cromosoma
Y. A la derecha estan representados Ia lista de genes mapeados en el cromosoma Y, la localizacion de las
regiones AZF y los correspondientes genes candidatos.'®

Se han encontrado mas de 300 sitios de secuencia especificos (STSs). Los
STSs son secuencias conocidas de DNA genomico que pueden ser amplificadas
por PCR. Estos STSs pueden ser especificos de un gene o pueden abarcar
regiones andnimas de los cromosomas, y se usan para buscar deleciones.

Muchos genes del cromosoma Y han sido identificados recientemente. Yen!®),
clasifico estos genes en tres grupos sobre las bases de su localizacion en el
cromosoma Y, en su nimero de copias y en su patron de expresion:

1) Genes pseudoautosdmicos, tales como ASMTL, MIC2 y IL9R, sus
secuencias son idénticas en los cromosomas Y y X, con pocas
excepciones, se expresan en diferentes tejidos.



2) Genes localizados dentro de regiones homologas de X-Y en la NRY(como
USPOY, DBY y UTY): estos tienen homologias en la codificacion de
proteinas del cromosoma X con una alta identidad de aminoacidos. Estos
genes se expresan ubicuamente, lo que incluye su expresion en testiculo.

3) Familias de genes especificas de Y( como DAZ, CDY y TSPY): estos son
multicopias de genes , distribuidos ampliamente sobre el cromosoma Y o
en grupos dentro de una regién pequefia, y que se expresan solamente
en los testiculos. Una excepcién a esta clasificacion es el SRY, el gene
que determina el desarrollo testicular; es especifico de Y, se encuentra en
una sola copia y tiene un patrén diferente de expresién, limitado a la
cresta genital-fetal y a células de Sertoli en adultos y células
germinales.'"

La asociacién inicial entre las deleciones del brazo largo del cromosoma Y (Yq) y
la infertilidad, fue descubierta mediante la deteccién de grandes deleciones en
cariotipos de hombres con azoospermia por Tiepolo & Zuffardi"®. En este primer
estudio se examind el cariotipo de 1,170 hombres con problemas de fertilidad en
quienes se identificaron grandes deleciones de la parte adyacente eucromatica
(Yq11) e incluso de la regién heterocromatica entera (Yg12) y postularon la
existencia de un “factor”, localizado en el cromosoma Y, necesario para una
espermatogénesis normal (figura 2). En dos casos demostraron que los padres
de los pacientes con deleciones tienen un cromosoma Y normal, indicando que
estas mutaciones ocurrieron de novo. Mas tarde este factor fue nombrado Factfor
de Azoospermia (AZF). Esta hipotesis recibid un gran soporte experimental y
recientemente, con el desarrollo de sitios de secuencia especificos (STS) y
utilizando cromosomas artificiales de levadura (YACs), permitieron la deteccién
de deleciones submicroscopicas intersticiales no visibles con el andlisis
citogenético y detectables solo por STS-PCR o por hibridacion por Southern-blot.
Tales deleciones fueron llamadas microdeleciones. 1

Reijo y colaboradores en 1996 demostraron que estas microdeleciones también
estan presentes en el cromosoma Y de hombres oligozoospémmicos, e
identificaron el gene DAZ (Deleted in Azoospermia), el cual es necesario para
que se lleve a cabo una funcion testicular normal®.

Mas tarde Vogt y cols. definieron tres subregiones, AZFa, by ¢ ( figuras 1y 2).
AZFa esta localizada en la porcidn proximal del intervalo 5 (subintervalo 5C),
AZFb se expande de la porcion distal del intervalo 5 a la porcion final proximal
del intervalo 6 (subintervalos 50-6B), y AZFc se localiza en la parte distal del
intervalo 6( subintervalos 6C-6E)\"%. Varios genes localizados en las regiones
AZF se expresan en los testiculos y pueden, por lo tanto, ser vistos como genes
candidatos para participar en la espermatogénesis. De cualquier manera,
solamente unos pocos genes pueden actualmente ser considerados
responsables para el fenotipo AZF. El primer gene candidato fue aislado en 1993
de una region que corresponde a AZFb denominado RBMY. Dos afios mas tarde
el segundo gene candidato fue aislado de la regidon AZFc y fue denominado
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como DAZ (ausente en azoospermia). Ambos genes han sido bien estudiados a
nivel molecular y en términos de deleciones en pacientes infértiles®.

AZFa.

Los datos mas recientes sugieren que esta region contiene tres genes, los
cuales pudieran ser los responsables para el fenotipo de infertilidad asociado a
AZFa, debido a que en pacientes con delecién en AZFa les causa un dafio
espermatogénico severo, similar a lo que le pasa a ratones con delecién en el
intervalo ASxr® del brazo corto del cromosoma Y?", debido a la homologia con
la regién AZFa de humano (Fig. 3).
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Figura 3. La region AZFa de humano (c) y el intervalo Sxr b de ratén (d). a) La region AZFa esta incluida en
2 segmentos del cromosoma Y no-sobrepuestos, conteniendo mas de 1.2Mb. b) Diez clones de YACs y
PACs sobrepuestos cubren la region AZFa. ¢) Localizacion de los tres genes en AZFa de humano, USP9Y,
DBY, y UTY, con respecto a los clones. Las flechas indican la orientacion 5 - 3" de los genes. Note que el
UTY no se incluye completamente en la secuencia de los clones y no obstante la estructura genémica
completa de este gene es aun desconocida. d) Mapa de transcripcion del intervalo Sxr b de ratén (mas de
900 kb), mostrando la homologia con el intervalo AZFa del humano: El nimero que esta debajo de los
clones y los segmentos representan los nimeros de acceso al banco de genes.“®

El primer gene que se identifico6 en AZFa fue el gene homélogo a DFFRY
(Drosophila fat facets related Y)*?, el cual se renombré a USP9Y (ubiquitin-
specific proteasa 9, Y chromosome), demostrando que esta ausente en
pacientes infértiles. Este gene difiere substancialmente de otros genes que se
consideran candidatos para AZF como lo son el gene DAZ y el gene RBMY; ya
que el USPIY no codifica para una proteina de unién a ARN. Al parecer
funciona como una ubiquitina hidrolasa C-terminal, ademas de que tiene un
gene homodlogo en X el cual se expresa ubicuamente en un amplio rango de
tejidos, en lugar de ser especifico de testiculo #?* (Tabla 1). El USP9Y ocupa
menos de la mitad del intervalo AZFa'??, y la mayoria de los hombres infértiles
con delecion en AZFa muestran la ausencia total del intervalo que comprende a
USPYY, lo cual hace suponer que otros genes en AZFa, solos o en combinacion
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con USPSYY, pueden ser los responsables del dafio espermatogénico observado
en pacientes con delecion en AZFa. Dichos genes tienen homologos en X y son
el gene DBY (dead box on the Y), el gene UTY (ubiquitous TPR motif on
Y)©123.24) y una nueva secuencia llamada AZFaT1%?. Estudios sobre pacientes
con deleciones claramente limitadas a AZFa sugieren que la ausencia de
USPYY, AZRaT1 o ambas causa infertilidad masculina y que la pérdida adicional
de DBY puede hacer empeorar el fenotipo?.

Aunque el gene DBY se expresa ubicuamente y se encuentra mas
frecuentemente delecionado que USP9Y , su rol en la espermatogénesis
humana es hasta ahora desconocido, aunque la homologia de éste con la
proteina PL10 de ratdn, la cual es especifica de testiculos y se expresa
solamente en células germinales, hace pensar que tiene una significativa
importancia en la espermatogénesis humana®®.

Tabla 1. Comparacién de las caracteristicas de los genes AZF-candidatos, DAZ, RBMY, USP9Y, y DBY**®

DAZ . RBMY USpPoYy DBY
Localizacién Yq (AZFc) YpyYq Yq (AZFa) Yq (AZFa)
Organizacién  Familia de genes (agrupados) Copias tuncionales en AZFb Simple gene Simple Gene
de los genes Famifia de genes {20-50

genes y pseudogenes,
organizados al menos en 6
subfamitias)
Estructura de 16 Exones (incluyendo muttipies 12 Exones 46 exones 17 exones
los genes cepias del exon 7) Cajas SRGY (cada una de 111
DAZ repetidos (cada uno de 72 pb)
pb) en numero y orden variables

Expresién Testiculo-especifica (c&lulas Testiculo-especifica Ubicuamente Ubicuamente y
germinaies) (espermatogonia, transcripciones
espermatocitos, espermatides) testiculo-
especificas
Proteinas De union a ARN De urién a ARN Ubiquitin hidrolasa del Helicasa- ARN
antigeno H-Y
AZFb

La regién AZFb abarca aproximadamente los subintervalos 5M-6B, sin embargo
los limites precisos varian entre diferentes sujetos y de acuerdo a la metodologia
utilizada; asi, podemos encontrar microdeleciones que pueden remover partes
de AZFb, incluir una parte de la region AZFc e incluso remover a AZFb por
completo, de tal forma que la extensién de la delecién afectara debido a que se
pueden remover uno o varios genes dependiendo del tamafo de la deleci6n.

Dos genes han sido identificados en los subintervalos 60-6E, el gene EIF1AY
(factor de iniciacion-traduccion isoforma 1A en el cromosoma Y) y el gene RBMY
(motivo de union al ARN en el cromosoma Y). E! EIF1AY codifica un factor de
iniciacion de la traduccién esencial y su rol en la espermatogénesis es
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completamente desconocido, ya que no se han reportado microdeleciones que
remuevan especificamente a este gene, sin embargo debido a su expresién
ubicua hace suponer que por si mismo puede contribuir al fenotipo AZFb“®.

La familia del gene RBMY1 puede representar el fenotipo AZFb, lo cual se
sustenta por su expresion especifica de células germinales y su homologia con
el gene Rbm de ratén (figura 4) cuya mutacién causa detencién en la
maduracién espermatica®. Las proteinas del RBMY (figura 4) contienen un
dominio de unién al ARN del tipo RRM (motivo de reconocimiento de ARN), asi
como diversos dominios SRGY, denominados asi por la presencia de serina-
arginina-glicina-tirosina en su secuencia®?.

Sin embargo, se han encontrado deleciones en AZFb que no remueven éste
gene, ?93%3Y |5 cual hace pensar la participacion de otros genes tales como el
gene SMCY, y el ya mencionado E{F1AY, aunque su rol en el proceso de la
espermatogénesis es desconocido®?.
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Fig. 4. Estructura genémica del gene RBMY'| y proteinas relacionadas. Los exones 2-4 (negro) codifican
un dominio de unién a RNA, cada uno de los exones 7-10 (111 bp) codifica para una sola caja SRGY de
37aa. La identidad del amino4cido entre RBMY 1 y el Rbm de ratén se muestra en Ja parte de debajo de la
figura (*®



AZFc

En un intento por correlacionar defectos espermatogénicos severos con la
frecuencia y consistencia de microdeleciones ocurridas de novo en el
cromosoma Y, Reijo y colaboradores®™ identificaron y clonaron un nuevo gene
de la regién AZFc (porcion dista! del intervalo 6), mostrando que esta ausente en
hombres con azoospermia. Este gene fue nombrado DAZ (ausente en
azoospermia) el cual se pensaba que era una sola copia, sin embargo ahora
esta claro que este es un miembro de una familia de multigenes con mas de una
copia en el cromosoma Y, agrupados en la region AZFc®® por lo que fue
renombrado como la familia del gene DAZ. El niumero exacto de genes en la
familia es aun desconocido, aunque al menos tres copias han sido identificadas
por Southemn Blot y por mapeo de restriccion®®3"; ¥ siete copias pudieron
observarse por hibridacion fluorescente in situ (FISH)®® las cuales representan
ya sea genes activos o pseudogenes.

La estructura del gene DAZ es algo similar a la del RBMY (figura 5). El gene
DAZ codifica una proteina con un solo dominio de union al RNA conteniendo una
secuencia repetida internamente de 24 aa. El transcrito del gene DAZ al parecer
contiene al menos 16 exones y su tamario aproximado es de 42 Kb. ©9.

Como el RBMY, el DAZ se transcribe y traduce solamente en células germinales
masculinas““®*? aunque existen discrepancias entre los resultados del grupo de
Page™? (expresion principalmente en espermatogonias) y de! grupo de Vogt
(deteccidon de proteinas DAZ en espermatidas tardias y en la cola del
espermatozoide)**?.

Aunque el gene DAZ no es el unico gene presente en AZFc (Yq distal, intervalo
6), su alta prevalecia de deleciones en hombres infértiles lo hace el mejor
candidato para AZFc. Esto se refuerza por la aita homologia del DAZ con un
gene de infertilidad masculina de Drosophila cuya mutacién causa detencion en
la maduracién espermatica.*>*%.

Diferentes genes al DAZ han sido encontrados én esta region®®:
CDY 1(cromodominio Y1), BPY2(proteina basica Y2), PRY(PTA-BL relacionado a
Y), y TTY2(transcripcion en testiculos Y2), son algunos de éstos genes, aunque
la funcién de éstos es desconocida. Estos genes comparten caracteristicas
similares: tienen multiples copias en el cromosoma Y, solamente se expresan en
testiculos, y son especificas de Y“. En particular, dos genes PRY y TTY2 se
han identificado en la parte proximal de AZFc por mapeo de restriccion, y
probablemente no estan involucrados en la disrupcién espermatogénica
observada en pacientes con delecion limitada a DAZ. CDY1 puede ser
considerado un gene candidato de AZFc, pero las deleciones que remueven
éste gene, especificamente deberan ser identificadas en pacientes para
confirmar ésta hipétesis.
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Fig. 5. Estructura genémica del gene DAZ y proteinas relacionadas. Los exones 2-5 codifican para una
proteina con un dominio de unioén al RNA, cada uno de los exones 7a-7g (72pb) codifican para un solo gene
DAZ repetido de 24 aa (rayado). La identidad en el nivel del aminoacido entre el DAZ, el DAZL1 autosémico
de humano, el Dazl de raton, y et de Drosophila boule se muestra en la parte baja de la figura.*®

En la tabla 1 se describen las caracteristicas de los genes candidatos para AZF
de cada una de las regiones (AZFa, b, y ¢).

IMPORTANCIA CLINICA DE LAS MICRODELECIONES DEL CROMOSOMA Y.

El reciente progreso en biologia molecular y el mapeo del cromosoma Y han
permitido el andlisis de microdeleciones en el cromosoma Y en pacientes
infértiles como un estudio diagnéstico de rutina en paises desarrollados.

E! crecimiento explosivo de técnicas de reproduccion asistida y, en particular, la
inyeccion intracitoplasmatica (ICSI) ha contribuido al desarrollo de tales
investigaciones. El estudio de las microdeleciones en el cromosoma Y es
particularmente importante debido a la potencial transmisién de anormalidades
genéticas a la progenie, ya que estas técnicas pasan por alto los mecanismos
fisioldgicos relacionados a la fertilizacion.

El ICSI consiste en la introducciéon de un espermatozoide dentro del oocito para
lograr la fertilizacién y embarazo cuando el niumero de espermatozoides en el
eyaculado es muy bajo o es nulo. En el altimo de los casos el ICS] puede
realizarse usando espermatozoides obtenidos de epididimo o extraidos
directamente de tejido testicular. Al usar ICSI| existe una mayor posibilidad de
transmisién de anormalidades genéticas a la progenie que con otras formas de
reproduccion asistida debido a que esto pasa por alto todos los mecanismos
fisiolégicos relacionados con la fertilizacion, lo cual necesita de espermatozoides
con motilidad normal para que obtengan una capacitacion normal, una reaccién
acrosomal normal y comenzar todos los mecanismos requeridos para la
penetracién del oocito. “®).

Las microdeleciones también pueden transmitirse via fertilizacion in vitro (FIV),
ya que se ha demostrado que los espermatozoides de sujetos
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oligozoospermicos, que tienen una delecién en Yq, pueden fertilizar oocitos in
vitro” | sugiriendo que los espermatozoides que tienen una delecién poseen
todas las caracteristicas requeridas para regular la capacitacion, la reaccion
acrosomal, y la habilidad para penetrar y fertilizar el oocito.

Epidemiologia y relacion fenotipo-genotipo:

La relativa prevalencia de deleciones en las regiones AZFa, b, y ¢ en hombres
infértiles varian de acuerdo con los criterios utilizados por cada investigador, sin
embargo las deleciones mas frecuentemente encontradas involucran la region
AZFc que incluye al gene DAZ en un 59.6% de los casos, las deleciones de la
region AZFb incuyendo el gene RBMY en un 15.8%, son menos frecuentes, y
sblo ei 4.9% de los casos se relacionan con el intervalo AZFa. Las deleciones
que involucran dos o tres regiones en AZF se observan en un 13.6% de los
pacientes, mientras en un 6% de los casos las deleciones estan localizadas en
regiones no sobrepuestas en los intervalos AZF. Estos datos sugieren una

mayor incidencia de deleciones en el gene DAZ con respecto a los otros genes
candidatos para AZF“®,

Los fenotipos asociados con delecion son variados, y en general no hay una
correlacion clara entre la localizaciéon de las deleciones (AZFa, b o ¢) y el
fenotipo clinico. Aunque se han reportado un estudio con diferentes fenotipos en
asociacion con cada una de las tres regiones delecionadas®®. La literatura
muestra que las deleciones en AZFc pueden estar asociadas con azoospermia
en un 54% de los casos y oligozoospermia severa en un 46%. La histologia
testicular puede variar de solo-células de Sertoli a detencién en la maduracion
espermatica e incluso hipoespermatogénesis. Por lo tanto la ausencia del gene
DAZ, aparentemente, es insuficiente para determinar la pérdida completa de la
linea espermatogénica, pero al parecer es suficiente para producir una reduccién
en el ndmero de estas células o una alteracion de sus procesos de maduracion.
Es posible que el dano testicular causado por deleciones en el DAZ sea
progresivo y que pacientes oligozoospérmicos con esta delecion puedan llegar a
ser mas tarde azoospérmicos. Alternativamente, pequefas diferencias en la
extencion de las deleciones en DAZ aparentemente idénticas pueden explicar

este fenotipo variable, pero ninguna de estas hipétesis han sido bien
demostradas.

Las deleciones en AZFa y en AZFb causan azoospermia en dos terceras partes
de todos los casos, mas raramente oligozoospermia severa. De cualquier
manera, el fenotipo asociado con tales deleciones, al parecer es mas severa que
las observadas en pacientes con deleciones en AZFc, aunque en algunos casos
las deleciones en AZFb pueden estar asociados con oligozoospermia moderada.
La histologia testicular de pacientes con delecidon en AZFa con azoospermia
siempre muestran solo células de Sertoli, aunque en pacientes con
oligozoospermia severa se ha observado hipoespermatogénesis. El analisis de
la region AZFa muestra que la pérdida de DBY puede estar asociado con el
sindrome de solo células de Sertoli e hipoespermatogénesis severa, sugiriendo



que este gene puede regular las primeras fases del proceso espermatogénico o
la actividad del tallo celular®®*?. Los pacientes con delecion en AZFb pueden
tener més defectos variables, y en aproximadamente la mitad de los casos se
observa arresto espermatogénico. Las variadas alteraciones espermatogénicas
observadas en pacientes AZFb pueden indicar funciones muitiples de RBMY
durante la espermatogénesis o, alternativamente, otros genes localizados en
esta regidn pueden actuar en combinacién a RBMY y que su presencia o
ausencia modulan este fenotipo. Las variables fenotipicas observadas en
pacientes con deleciones en AZFb y AZFc pueden explicarse por diferentes
hipdtesis:

1. Diferentes extensiones de la delecién: Las deleciones pueden remover
completamente a AZFb o AZFc¢ o pueden estar disminuidos, extendiendo,
por ejemplo, solo un gene o clases de genes o pocos marcadores STS.
Por lo que las grandes deleciones pueden estar asociadas con un
fenotipo mas severo.

2. E! rol de genes homologos y antecedentes genéticos: Cada unc de los
genes candidatos para AZF tiene homélogos en el cromosoma X (DBX,
USP9X, RBMX) o autosomas (DAZL1), como muchos otros genes tienen
en el cromosoma Y (ej. , EIF1AY tiene un homodlogo en el cromosoma X,
y CDY tiene un homologo en el cromosoma 6). Aunque no existe
evidencia directa de un rol de estos genes en la espermatogénesis, su
status puede modificar la expresion fenotipica de pacientes con delecion
en Y. Esto es particularmente sugestivo para DAZL1/DAZ, ya que el
DAZL1 se expresa exclusivamente en las gbnadas y puede, por lo tanto,
actuar sinérgicamente en combinaciéon con el DAZ durante la
espermatogénesis. Sin embargo, los antecedentes genéticos pueden
modular el efecto fenotipico de una delecién dada, y la ausencia de un
gene AZF puede ser compensada diferentemente por otros genes de la
familia.

3. La progresion de la falla espermatogénica: Se ha sugerido que las
microdeleciones en Yq pueden dar como resultado un empeoramiento
progresivo de la produccion de espermas“®®, y que hombres
oligozoospérmicos pueden resultar azoospérmicos con el tiempo. Esta es
una hipétesis intrigante que si se confirma tendrd consecuencias
pronésticas y preventivas importantes, ya que la criopreservacion de
espermatozoides podria evitarse para técnicas tales como ICS), en un
futuro.

Det analisis de la literatura la tnica correlacion clara que ha sido encontrada es
con grandes deleciones que involucran mas de un locus AZF. Estas deleciones
estan asociadas con el fenotipo mas severo, y es ejemplificado por invariables
resultados de azoospermia y solo células de Sertoli en pacientes con deleciones
de AZFa-c. Tales deleciones probablemente muestran los efectos adicionales de
cada gene.

Vogt y colaboradores en 1991 estudiaron a 401 pacientes con deleciones en Y,
136 hombres relacionados (padres y hermanos) se analizaron, y en un 95% de
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los casos (394/401) no se encontraron microdeleciones™*®. En otros siete casos
una delecion se encontrd tanto en padres como hijos infértiles®>*¥. En algunos
casos la delecién involucra marcadores STS subsecuentes polimorfismos, pero
en otras descripciones en el padre se detectd que tenia una delecion
clinicamente relevante de tamafio aparentemente idéntica a la del hijo®®®. Estos
resultados demuestran que tales deleciones no-polimérficas pueden ser pasadas
de padres a hijos. En mas casos, estas trasmisiones ocurren naturalmente
involucrando la region AZFc, y esto fue confirmado por un reciente estudio que
reporta una delecion idéntica en AZFc, incluyendo el DAZ, en cuatro hermanos
infértiles y su padre®®. El padre resulté azoospérmico en el tiempo del analisis,
pero evidentemente poseia algin grado de fertilidad cuando él engendro,
sugiriendo que la pérdida de células germinales causada por deleciones en DAZ
pudo ser progresiva a través de los afos. No obstante la mayor parte de las
deleciones en Yq se originan de novo™

Hasta hace pocos anos todos los analisis de la regién AZF fueron sélo para
propdsitos experimentales; sin embargo con el descubrimiento del gene DAZ, la
descripcion de las tres regiones discretas del AZF y la difusidén de la tecnologia
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se busca hoy en dia, que sea
un analisis de rutina en pacientes con problemas de infertilidad, especialmente
en aquellos pacientes candidatos para técnicas de reproduccion asistida, tales
como fecundacion in vitro (FIV) y especialmente en inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSl), debido a que diferentes estudios han reportado las
mismas microdeleciones en padres e hijos que han recurrido a dichas técnicas
de reproduccion asistida, lo cual sugiere que son heredables.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido a que en México no existen datos de pacientes con problemas de
infertilidad que alberguen microdeleciones en el cromosoma Y, es importante
estudiarlos, abarcando los factores que conllevan a la azoospermia vy
oligozoospermia severa de origen desconocido ya que no hay criterios absolutos
o lineamientos que indiquen que pacientes son candidatos para un analisis
molecular.

A pesar de la amplia difusién de ICSI en el mundo en anos recientes, los
posibles riesgos que pueden generarse de su uso indiscriminado no habian sido
considerados sino hasta recientemente. De tal manera que a todos aquellos
pacientes que sean candidatos para ICS| o FIV, y que obviamente presentan
anormalidades en la espermatogénesis, se les debe analizar previamente la
presencia de microdeleciones o algun otro tipo de mutacién genética, ya que
dichas deleciones son trasmitidas a los hijos de los padres que utilizan algun tipo
de reproduccién asistida; ®*°" y de esa manera buscar a|ternat|vas para que la
progenie no vaya a presentar el mismo problema.

Ademas de ello, la alta incidencia de infertilidad por factor masculino observada
en la actualidad obliga a realizar un andlisis androlégico completo, una
evaluacion basica del semen para dar un diagnéstico preciso.

Con los adelantos en el campo de la genética, y en especifico con el desarrollo
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se puede demostrar la
existencia de microdeleciones en regiones muy precisas del cromosoma Y, y en
-especial en las regiones AZF (AZFa, b, y ¢) en pacientes con azoospermia y
oligozoospermia.

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente se plantean las siguientes
preguntas de investigacion:

» ¢ Cual sera la incidencia de microdeleciones en pacientes mexicanos
azoospermicos y oligozoospermicos?

> Existira una relacién entre los niveles de FSH, alteraciones de tipo
androlégico y la presencia de microdeleciones en la region AZF del
cromosoma Y.

» ¢ El estudio de microdeleciones servira como parametro para pacientes
que requieran de alguna técnica de reproduccion asistida?
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HIPOTESIS:

> La regiébn AZF alberga tres regiones importantes para la
espermatogénesis normal AZFa, AZFb y AZFc, las deleciones en
cualquiera de las regiones de AZF tendr4 como resultado un dafio
testicular el cual se reflejara en el fenotipo testicular mostrado en un
grupo de pacientes mexicanos azoospérmicos y oligozoospérmicos
Severos.

> Se espera una mayor incidencia de deleciones en la region AZFc,
seguidas de las deleciones en AZFb vy por Ultimo las deleciones en AZFa.

OBJETIVOS:

Objetivo general: Determinar la existencia de microdeleciones de las regiones
AZFa, AZFb y AZFc del cromosoma Y en un grupo de pacientes mexicanos con
azoospermia y oligozoospermia severa.

Obijetivos especificos:

1) Determinar la existencia de microdeleciones en el cromosoma Y de un
grupo de paciente infértiles masculinos.

2) Establecer una relacion entre la existencia de microdeleciones en las
regiones AZF del cromosoma “Y" y las caracteristicas clinicas de un
grupo de pacientes con problemas de fertilidad.

MATERIAL Y METODOS.

TIPO DE ESTUDIO:

> Observacional, prolectivo, transversal, descriptivo.

POBLACION:

» Pacientes masculinos mexicanos azoospémmicos y oligozoospérmicos
severos idiopaticos entre 25 — 50 afios de edad.

CRITERIOS DE INCLUSION:

> Pacientes que tengan el diagndstico de azoospermia y oligospermia
severa y cuenten con historia clinica detallada, y examenes de
laboratorio.
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CRITERIOS DE EXCLUSION:

» Todos aquellos pacientes azoospérmicos u oligozoospérmicos giie no
cuenten con una historia clinica detallada ni estudios de laboratorio o
cuya etiologia haya sido determinada.

VARIABLES:

Dependientes: Microdeleciones del cromosoma Y en las regiones AZFa,
AZFbyAZFc.

Independientes: Pacientes con infertilidad y cuyo diagnéstico sea
azoospermia u oligozoospermia severa. :

SELECCION DE PACIENTES:

Los pacientes ‘se seleccionaron de la consulta de Andrologia del Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se seleccionaron todos los
pacientes que se encontraron con el diagnostico de azoospermia y/u
oligozoospermia severa sin ninguna otra alteracion aparente, de acuerdo con su
historia clinica detallada y sus estudios de laboratorio.

Los estudios de laboratorio que se realizaron a todos los pacientes fueron: un
analisis de semen completo siguiendo los lineamientos de la OMS™ (1999) y
criterios estrictos de Kruger (ver anexo 1), un cariotipo y un andlisis hormonal
(determinacion sérica de hormona foliculo estimulante (FSH), hormona
luteinizante (LH), prolactina (PRL), estradiol (E;) y testosterona (T). Se citaron a
los pacientes para que acudieran a una toma de muestra de sangre para su
estudio. Se obtuvo el DNA de las muestras y se realizé el PCR multiplex
(siguiendo los lineamientos de la European Molecular Genetics Quality Network )
de las regiones del AZF revelando los productos por electroforesis en gel de
agarosa tenido con bromuro de etidio. Se analizaron las microdeleciones
existentes y se prosiguié con el analisis de los resultados.
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Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.

Pacientes con diagnéstico
de azoospermia u
oligozoospermia  severa
sin ninguna otra
alteracion aparente

Estudios de laboratorio:
analisis de semen y
determinacion
hormonal (FSH, LH, E,,
PRL v T). Cariotipo

Extraccion y
cuantificaciéon de DNA.

Toma de muestra de
sangre para la
obtencién de DNA

Analisis de las
microdeleciones por PCR
multiplex y andlisis de los

productos de reaccién.

Analisis de los
resultados.

Pacientes

Se seleccionaron 50 pacientes azoospémmicos u oligozoospérmicos severos
(OMS 1999) cuya etiologia en su padecimiento fuera de origen desconocido y
que contaran con una historia clinica detallada, en la cual refirieran los
siguientes pardmetros: hormonales (estradiol, hormona foliculo estimulante,
luteinizante, prolactina y testosterona), volimenes testiculares, antecedentes
androlégicos, histologia testicular y edad. A cada paciente se le solicitd
aprobacién para participar en el protocolo a través de una carta de
consentimiento informado para el estudio de microdeleciones en la cual
estuvieron de acuerdo.
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TECNICAS:
Extraccion de DNA gendmico por el método de sales hipertonicas.

E! DNA gendmico fue aislado de leucocitos en sangre periférica, utilizando el
método de sales hipertonicas. La sangre fue recolectada (5mL) en tubos con
EDTA. Las muestras de sangre se centrifugaron a 2500 rpm por 10-15 minutos,
se recuperd la capa que contiene a los leucocitos realizando lavados con
solucion de lisis RCLB hasta que queden limpios. La pastilla se resuspendi6 con
180uL de NaCl 5mM, posteriormente se adicionaron 90puL de SDS al 10%,
dejando incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 616pL de
NaCl saturado y se homogenizé perfectamente, se incubaron 5 min. a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 15rpm por 15min, se
recuperd el sobrenadante y se volvié a centrifugar recuperando el sobrenadante,
al cual se adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto para precipitar el DNA, se
dejaron reposar por 5 minutos y se retiro el sobrenadante. A la pastilla resultante
de DNA se le realizaron 2 o 3 lavados con etanol al 70% centrifugando a
15Krpm por 3 min en cada lavado. Por Gltimo se retiré el etanol restante y se
hidraté la pastilla con agua inyectable. '

El DNA obtenido se cuantifico en un espectrofotometro U.V. a una longitud de
onda de 260nm ajustando la concentracion a 200 ng/uL, y se analizd su

integridad mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% al mismo tiempo
que se verificd su concentracion.

Tamizaje de microdeleciones en las regiones AZF.

La busqueda de microdeleciones en las regiones AZF se realizé por PCR
multiplex de acuerdo con los lineamientos de la “European Molecular Genetics
Quality Network” (EMQN)®®. Se utilizaron dos reacciones multiplex (mezcla “A” y
mezcla "B”) para el analisis de las tres regiones de AZF en el cromosoma Y, las
cuales se muestran en la tabla2:

Tabla 2. Reacciones pentaplex para AZF.

MEZCLA Tamaiio de MEZCLA Tamaiio de
“A” producto “B” producto
Gene/Region STS PCR Gene STS PCR
ZFYIZFX 495pb ZFYIZFX 495pb
SRY 472pb SRY 472pb
AZF ¢ sY254 400pb AZFa sY86 326pb
AZFa sY84 320pb AZFb sy134 301pb
AZFb SY127 274pb AZFc sY255 126pb

pb= pares de bases

23



En cada una de las mezclas se amplificaron un STS diferente para AZFa,b,c, por
lo que son confirmatorias una de la otra. La amplificacién simuitanea de un
fragmento de SRY y ZFY, que se ubican en el brazo corto del cromosoma Y,
sirvié como control positivo de la reaccion. En cada reaccion se incluyé un DNA
control de un varén fértil y de una mujer, de quien se esperaba amplificar
unicamente ZFX.

Se utilizd 1pL de muestra de DNA genémico, con una concentracién de
200ng/uL, de cada paciente. Se prepar6 un stock para cada mezcla. La mezcla
Ay B de cada tubo contenia: 0.25uL de taq 5U/uL, 0.65uL de dNTPs 10mM,
2.5uL de Buffer-PCR 10X, 1.5uL de MgCl; 15mM, 0.5yl de cada cebador
10pmol/uL, excepto los sY127 y sY86 de los que se colocaron 1ul de cada uno
a su respectiva mezcla, y agua destilada y estéril suficiente para tener un
volumen final de 25ul para cada reacciéon. En el caso de la mezcla “B” se
adicionaron 0.6uL de DMSO al 10% ajustando el volumen final a 25pL.

Condiciones de reaccién

Los ensayos de PCR se lievaron a cabo en un termociclador BIOMETRA. Se
comenzo con una desnaturalizacion inicial mantenida por 5 minutos a 95°C |,
seguida por 25 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos
de acoplamiento a 55°C y 4 minutos de alargamiento a 72°C, finalizando con un
alargamiento final de 5 minutos a 72°C ligado a una temperatura de
mantenimiento de 4°C por tiempo indefinido. Los productos del PCR muitiplex se
corrieron por electroforesis en geles de agarosa al 2% utilizando bromuro de
etidio como revelador.
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 50 pacientes con infertilidad primaria con un rango de
edad de entre 25 y 44 arios para el analisis molecular de microdeleciones en el
cromosoma Y; 38 pacientes con azoospermia (76%) y 12 pacientes con
oligozoospermia severa (24%). La alteracién mas frecuente en la mayoria de los
pacientes fue la de volumen testicular en el cual un 60% de los pacientes tiene
un volumen testicular menor a 20mL, seguida de alteraciones hormonales la
mas frecuente es la FSH elevada (mayor de 7mUl/mL) la cual se presenta en un
49% de los casos (ver anexo 2). En el caso de la histologia testicular solo se
conté con 16 biopsias de las cuales 2 muestran s6lo células de Sertoli, 1 con
solo células de Sertoli pero con espermatogénesis focal, y todas las demas
muestran hipoespermatogénesis (severa o leve), dafo testicular evolutivo con
detenciéon en la maduracién y atrofia testicular. En cuanto a antecedentes
androlégicos un 24% de los pacientes presenté varicocele, un 6% presento
criptorquidia y 6% presento testiculos hipotréficos. El 16% de los pacientes
presentan hipogonadismo hipergonadotréfico y sélo un paciente mostro
hipogonadismo hipogonadotréfico.

De los pacientes analizados 7 de ellos presentan deleciones en la region AZF
(14%); 5 en la regién AZFc (10%) y 2 en la region AZFb (4%). De los pacientes
con delecién en AZFc dos presentan azoospermia y tres oligozoospermia
severa. Los dos pacientes con delecion en AZFb presentan azoospermia. La
histologia testicular de pacientes con delecion en AZFc muestra
hipoespermatogénesis severa, en los casos de azoospemia e
hipoespermatogénesis leve en los casos de oligozoospermia (Tabla 3). La
histologia testicular de un paciente con delecién en AZFb muestra solo células
de Sertoli ademas de tener un volumen testicular bajo de 4mL(tabla 3). Tres de
los pacientes con delecion en AZFc tienen la hormona féliculo estimulante (FSH)

elevada, con valores mayores de 10muUl/mL como se muestra en la tabla 3 de
resultados.

Tabla 3. Alteraciones de pacientes con microdeleciones en AZFb y AZFc.

DELECION EDAD DX FSH T VOL. HISTOLOGIA TESTICULAR
(afios) (mUlimL) (ng/mL) TEST.
(ml)
AZFb 33 Azoospermia ND ND 12 ND
AZFb 35 Azoospermia 21 180 4 Sélo células de Sertoli
AZFc 33 Azoospermia 10.2 340 16 Hipoespermatogénesis
severa
AZFc 37 Oligozoospermia 5.6 506 17 Hipoespermatogénesis leve
AZFc 40 Oligozoospermia 6.9 364 16 Hipoespermatogénesis leve
AZFc 30 Azoospermia 10.1 332 25 Hipoespermatogénesis
severa
AZFc 29 Oligozoospermia  10.4 1550 25 ND

ND= no determinado
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Los resultados del PCR muitiplex de los pacientes en que se encontraron
deleciones en AZFb, se muestran en las figuras 7 y 8, mientras que los

resultados de aquellos con deleciones en AZFc se muestran en las figuras 9 y
10.

A B

M CN CF CM 21 30 31 M CN CFCM 21 30 31

—3Y36
— Y134

Figura 7. Paciente 21 con delecion en AZFb sY127 (274pb) y sY134 (301pb) para la
mezcla A y B respectivamente. Pacintes 30 y 31 sin deleciones. M= marcador de peso
molecular, CN= control de PCR negativo sin DNA, CF= control DNA femenino, CM=
control DNA masculino, 21,30 y 31= pacientes infértiles.
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M CF CM 46 47 48 49 M CF CM 46 47 48 49

500 - zFvizFX
SRY

400
—sY254
3Y84

300

Y127

200

100
Figura 8. Paciente 46 con delecion en AZFb sY127 (274pb) y sY134 (301pb) para la
mezcla A y B respectivamente. Paciente 48 con delcion en AZFc sY254 (400pb) y
sY255 (126pb) para la mezcla A y B respectivamente. . M= marcador de peso
molecular, CN= control de PCR negativo sin DNA, CF= control DNA femenino, CM=
control DNA masculino, 46 y 48= pacientes infértiles.
A B
M CFCM 3 4 5
500 - SZ:YY/ZFX
400
300 W
200
— sY25§
100

Figura 9. Paciente 3 con micodelecion en AZFc, sY254 y sY255 respectivamente los
cuales flanquean la region donde se encuentra el gene DAZ. . M= marcador de peso
molecular, CN= control de PCR negativo sin DNA, CF= control DNA femenino, CM=
control DNA masculino, 3= paciente infértil.
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A B

M CNCFCM43 44 45 46 MCN CFCM 43 44 45 46

500
400

—ZFY/ZFX
— SRY
—sY2H
- $Y84
—Yi27

200

100

Figura 10. Paciente 44 con microdelecion en AZFc, sY254 y sY255 respectivamente. .
M= marcador de peso molecular, CN= control de PCR negativo sin DNA, CF= control
DNA femenino, CM= control DNA masculino, 44= paciente infértil.
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DISCUSION.

En el presente estudio analizamos las microdeleciones en un grupo de 50
pacientes mexicanos con problemas de fertilidad con diagndstico de
azoospermia y oligozoospermia severa de origen idiopatico, para determinar la
incidencia, importancia y repercusion de las mismas en los pacientes, ya que
ellos pueden ser candidatos para técnicas de reproduccion asistida.

Se analizaron 2 STS’s diferentes para cada region AZF, los cuales son los mas
representativos y adecuados para el estudio inicial de deleciones en el
cromosoma Y de acuerdo con los lineamientos de laboratorio para el diagnéstico
molecular de microdeleciones en el cromosoma Y formulado por la European
Molecular Genetics Quality Network (EMQN)®®, ya que con el set de primers
propuesto se detectan mas del 90% de las deleciones que ocurren en las tres
regiones de AZF, esto de acuerdo a la alta frecuencia de deleciones
encontradas con este panel de STS's en diferentes estudios. Cabe mencionar
que cada set de primers de PCR puede analizarse en reacciones duplex o por
multiplex-PCR. Aunque el formato multiplex es mas Util puesto que distingue un
resultado negativo de una falla técnica a través del uso de un control interno, lo
cual se logré adicionando un control de PCR apropiado en el diagnéstico de AZF
el cual es el gene ZFX/ZFY. Ei gene ZFX/ZFY se eligié debido a que con el
mismo par de primers es posible amplificar un mismo fragmento tanto de DNA
de hombres como de mujeres, respectivamente.

En general la alteraciéon mas frecuente que se presentd en nuestro grupo de
estudio fue el volumen testicular, el cual, en un 60% de los casos fue menor de
19mL (el normal debe ser > 20mL), lo cual refleja el dafio testicular presentado
por los pacientes, sin embargo el volumen testicular puede estar alterado por
varios factores, y no precisamente por presentar microdeleciones, y una de las
principales causas se debe a alteraciones en las hormonas gonadotropinas y
principalmente la FSH. La FSH se encontro elevada (mayor de 7mUl/mL) en un
49% de los casos.

La hormona foliculo estimulante esta elevada en cuatro de los siete casos (57 %)
de microdeleciones, teniendo todas sus demas hormonas normales, lo cual
sugiere una participacion de esta hormona en el fenotipo mostrado por los
pacientes con microdeleciones, debido a que todos los demas pacientes
negativos para microdeleciones tuvieron sus valores de FSH normales. Varios
estudios han reportado microdeleciones con FSH elevada, sin embargo no se
han asociado a ningin mecanismo de delecidon, sino mas bien a un defecto
testicular primario en la funcién espermatica’33.

Se encontrd una incidencia de microdeleciones del 14% de los casos
estudiados. La delecion en la regién AZFc fue la mas frecuente 10%, en la
region AZFb fue del 4%, mientras que en AZFa no se encontrdé ningun caso.
Estos datos muestran una mayor prevalencia de microdeleciones en la region
AZFc, donde se encuentra el gene DAZ, con respecto a las otras dos regiones
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comprendidos dentro de AZF. Aungue la relativa preavalencia de deleciones en
las regiones AZFb y AZFc en hombres infértiles varian de acuerdo con los
criterios de seleccion de pacientes y seleccion del método utilizado por cada
investigador. De esta manera las deleciones mas frecuentemente encontradas
involucran la region AZFc en un rango que va de un 15% hasta un 59.6% de los
casos seguida de la region AZFb con un rango del 10% al 15.8% y so6lo del
2.3% al 4.9% de los casos se relacionan con el intervalo AZFa.'®

La prevalencia de microdeleciones encontrada en Yg es muy similar a la
reportada por otros estudios®®5%%? a pesar de que se analizaron un menor
numero de muestras (n=50) aunado a que en nuestro estudio los pacientes se
seleccionaron de acuerdo con su historia clinica, diagnéstico de laboratorio y
analisis hormonal, a comparacién de otros estudios que se seleccionan
principalmente con el fenotipo presentado en la histologia testicular y niveles
hormonales, con fo cual se tiene una mayor restriccion en la definicién de los
grupos. En el estudio nos encontramos inclusive que no todos los pacientes
cuentan con biopsias testiculares. No existen antecedentes de microdeleciones
en la poblacion mexicana por lo que la variabilidad étnica no es un factor
determinante vya que el porcentaje encontrado de microdeleciones se encuentra
dentro del rango en acorde con otros estudios realizados en diferentes razas.

Las deleciones en AZFc (10%) se asociaron principalmente a oligozoospermia
severa (<5millones de espermatozoides/mL) en un 60% de los casos y a
azoospermia en un 40%. Lo cual refleja que la delecion del gene DAZ (AZFc) no
siempre se presenta en pacientes azoospérmicos, pues varios estudios han
reportado que la perdida parcial de las copias del gene DAZ puede conllevar a
oligozoospermia progresiva hasta llegar a azoospermia, debido a la baja
transcripcion del gene y a que existen multiples copias polimorficas del mismo
gene.

Por el contrario las dos deleciones encontradas en AZFb (4%) fueron en
pacientes azoospérmicos lo cual refleja que los pacientes con deleciones en
AZFb presentan un dafio testicular mas severo que los pacientes con deleciénes
en AZFc, aunque las deleciones en esta Ultima son las mas frecuentes. Lo
anterior se refuerza con lo encontrado en la histologia testicular, ya que los
pacientes con delecibn en AZFc muestran en su histologia
hipoespermatogénesis severa en los casos de azoospermia e
hipoespermatogénesis leve en los casos de oligozoopermia, en comparacion
con la biopsia testicular de uno de los pacientes que presenté microdelecion en
AZFb en el cual se muestra solo células de Sertoli, lo cual hace pensar que los
productos de los genes que se localizan en AZFc se expresan en lineas
germinales mas adelantadas que los productos de los genes localizados en
AZFDb, que quizas se expresen al iniciarse la espermatogénesis, aunque varios
autores han reportado la expresion de los productos de los genes en las lineas
germinales y al parecer los productos del gene RBMY(AZFb) 2930315 expresan
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en espermatogonias, espermatocitos y espermatides, y los groductos de el gene
DAZ(AZFc) en células germinales sin especificar el estadio®.

Hubo pacientes que no.presentaron microdeleciones y que sin embargo
presentaron un cariotipo 46XYq-, con lo que pedrian formularse varias hipétesis,
una de las cuales, es que, las deleciones pueden involucrar a STSs diferentes a
los ocupados en este estudio, o bien a que la delecién se encuentra fuera de las
regiones analizadas o en la misma region pero en diferente lugar y que puede
haber mas genes en el cromosoma Y que participen en la espermatogénesis y
no solo los genes candidatos para AZF. Debido a lo anterior existe la necesidad
de utilizar un panel de STSs mas representativo disefiados especificamente
para amplificar la region delecionada de acuerdo con el cariotipo, al cuadro
clinico y principalmente basandose en la histologia testicular de cada paciente,
lo cual debe estar bien tipificado, aunque con el panel de STS utilizado en este
estudio detecta las microdeleciones ocurridas en el 90% de los casos para las
regiones AZFa,by c.%

La utilizacién de técnicas de reproducciéon asistida, tales como inyeccidn
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) y fertilizacién in vitro (FIV), como
Unica alternativa para lograr una fecundacién en pacientes con azoospermia y
oligozoospermia y en general pacientes con problemas de fertilidad masculina,
hace necesario el analisis de microdeleciones en el cromosoma Y debido a la
potente transmision genética de infertilidad de padres a hijos®"**. En el caso
que se presenten microdeleciones podrian adoptar alguna otra alternativa como
la utilizacién de muestras de donador de semen o en su defecto la adopcion.

Con éste estudio hemos comprobado que en la poblacion mexicana las
microdeleciones en el cromosoma Y es una importante causa de infertilidad
masculina y 1a etiologia de origen genético mas frecuentemente encontrada. El
uso de técnicas moleculares y en particular la busqueda de microdeleciones en
el cromosoma Y, para el diagnéstico de la infertilidad idiopatica, debe ser un
estudio de rutina en este tipo de paises, ya que se ha demostrado que las
deleciones son muy frecuentes en dichos pacientes ademéas de ser heredadas
de generacién en generacion.
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CONCLUSIONES.

La incidencia de microdeleciones encontradas en pacientes mexicanos con
problemas de fertilidad fue de un 14%, presentandose una mayor incidencia en
la region AZFc en un 10%, seguida por la region AZFb en un 4%.

Las microdeleciones en AZFb y AZFc producen diversas testiculopatias, que van
de hipoespermatogénesis leve o severa en los casos de deleciones en AZFc y
s6lo células de Sertoli en el caso de AZFb, lo cual refleja un mayor dafio cuando
hay deleciones en ésta uitima region.

No se encontraron microdeleciones de la regién AZFa en la poblacién de
estudio.
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ANEXO 1.

Tabla 4. Criterios y nomenclatura de la OMS para el analisis de semen.

INDICES DE NORMALIDAD DEL SEMEN (OMS)

Volumen 22 mL
pH 72-80
Motilidad > 50% progresion lineal ( “A” + “B”)
' > 25% progresion lineal rapida (*A”
Concentracion espermatica- > 20 x 10° espermatozoides/mL
Viabilidad > 75% espermatozoides vivos
Leucocitos <1 x 10° leucocitos/ Campo
Aglutinacién , Negativa
Morfologia :
Criterios Estrictos de Kruger >14%espermatozoides con formas normales
Criterios de 1a OMS > 50% espermatozoides con formas normales

NOMECLATURA DEL ANALISIS DE SEMEN

Normozoospermia Eyacutado normal
Oligozoospermia Concentracion <20X10° espermatozoides/mL
Astenozoospermia < 50% espermatozoides “A” + "B”
< 25% espermatozoides “A”
Teratozoospermia < 30% espermatozoides con formas normales
< 14% espermatozoides con formas normales
Azoospermia Ausencia de espermatozoides en el eyaculado

Oligoastenoteratozoospermia  Alteracion de las tres variables
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ANEXO 2.

Tabla 5. Valores hormonales de referencia

ESTRADIOL

HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE
HORMONA LUTEINIZANTE
PROLACTINA

TESTOSTERONA TOTAL

ND

0.7 -

08 -

27 -

56

71

5.6

17.0

17.3

pg/mL
muUl/mL
mUl/mL

ng/mL

ng/mL
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