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INTRODUCCION

El cromosoma Y es el mas pequefio de los cromosomas en el humano y se
caracteriza por ser acrocéntrico, dado que su centromero esta localizado en uno de
los extremos del cromosoma, dividiéndolo en dos; un brazo corto (Yp) y un brazo

largo (YQ).

El cromosoma Y es uno de los dos sexo cromosomas en el humano, el cual es
especifico del sexo masculino y se hereda del padre al hijo. La secuencia de este
cromosoma fue completada en mayo del 2003, por lo que ahora se sabe que
contiene 57 millones de pares de bases, de los cuales la regidn eucromatica
contiene 23 Mb con 78 genes que codifican 27 diferentes proteinas y representa
entre 1.5y 2 por ciento del DNA gendmico (Skaletsky H, et al, 2003). Como sdlo los
varones presentan el cromosoma Y, la funcidn de varios de sus genes esta
relacionada con la determinacion y diferenciacion sexual masculina, en particular por

la presencia del gen SRY necesario para el desarrollo testicular (Kent-First M, 2000).

El cromosoma Y es diferente a otros cromosomas porque contiene pocos genes, no
recombina en la totalidad de su longitud, tiene una regién grande de heterocromatina
y tiene muchas secuencias repetitivas de DNA (Bachtrog, 2001). Ademas se ha
observado que tiene pocos genes activos, muchos de los cuales como previamente
se menciond codifican proteinas que determinan el sexo masculino o estan

involucrados en la reproduccion (Graves, 2005) (figura y tabla 1).



El 95% del cromosoma Y es esencialmente haploide y esta compuesto de una
region no recombinante de Y (NRY), la cual es rica en secuencias repetitivas
incluyendo microsatélites y secuencias palindrémicas altamente polimdrficas y sélo
es en las regiones pseudoautosémicas (PAR) donde se aparea con el cromosoma X
durante la meiosis, las cuales estan localizadas en los dos extremos o telomeros del
cromosoma Y (PAR 1y 2) (Miller O, et al, 2001). La disminucién de la recombinacion

en regiones pseudoautosdmicas en Xp y Yp se asocia con nodisyuncion del X6 Y.

Desde hace mas de 75 afos, se han realizado investigaciones en el cromosoma Y,
para confirmar su papel en la determinacion testicular. El gen determinante de
testiculo, es requerido para la diferenciacion de las gonadas primordiales durante el
desarrollo embrionario, el cual se denomina SRY localizado en la parte proximal de
Yp (Yp11.3), y cuya expresidn se realiza en la etapa temprana del desarrollo sexual
masculino, en la séptima semana del periodo embrionario (Kent-First M, 2000).
Adicionalmente, otros genes en el cromosoma Y son necesarios para el desarrollo
normal de la espermatogénesis (Kostiner DR, et al, 1998). Pérdida o inactivacion del
gen SRY puede ocasionar fenotipos femeninos XY; mientras que si el gen SRY se
inserta en el cromosoma X puede condicionar un fenotipo masculino, lo que se

conoce como varones XX.

La funcion mas importante de los genes en el cromosoma Y es la determinacion
sexual, pero también son esenciales para la fertilidad masculina. La infertilidad
masculina esta relacionada a diferentes factores, uno de ellos lo constituyen las

deleciones en el cromosoma Y, estas pueden producir anormalidades o disminucion



en la cantidad de espermatozoides. Aproximadamente un 10-12% de hombres con
azoospermia u oligospermia presentan microdeleciones en el brazo largo del
cromosoma Y, observables solo mediante estudios de biologia molecular de DNA

(Pryor, JL, et al.1997).

El cromosoma Y se ha dividido en diferentes intervalos, los cuales a su vez se han
subdividido (A, B, C, etc.). En 1992, se construyo un mapa de 43 intervalos del
cromosoma Y humano, desde 1A hasta 7 (Vollrath D, et al., 1992) (figura 2). Los
genes criticos para la espermatogénesis se localizan entre la regién 5 y 6 de
Yq11.23. Esta region se llama AZF (factor de azoospermia). Los genes AZF
codifican proteinas de union de RNA y estan involucrados en la regulacion de
expresion génica, metabolismo de RNA, transporte al citoplasma y splicing de mRNA
(Dada R, et al., 2004). AZF contiene 4 regiones: AZFa, AZFb y AZFc, AZFd, y
deleciones en estas secuencias se asocian con fallas en espermatogénesis. El locus
AZFa se localiza en Yq11.21 y deleciones de esta region se asocian a azoospermia
y al sindrome de células de Sértoli (SCOS), que consiste en ausencia de células
germinales en tubulos seminiferos. Delecion de la regidbn AZFb se asocia a
azoospermia o oligospermia. Delecion de la region AZFc se asocia a azoospermia,

oligospermia y produccion insuficiente de espermatozoides maduros.



ANTECEDENTES

Deleciones del brazo largo del cromosoma Y son raramente evidenciables por
estudios de citogenética convencional. La frecuencia de estas deleciones no esta
bien descrita y varia dependiendo del estudio. En un reporte de Nielsen y Wolhort
de 1991, en 17,872 recién nacidos vivos masculinos, ninguno presento una delecién
del cromosoma Y, pero segun Hamerton et.al. (1975) uno de cada 1000 recién
nacidos vivos masculinos presentan delecion del cromosoma Y. Pocos reportes de
hombres con esta alteracién citogenética, han tratado de correlacionar la delecion
con el fenotipo, por lo que la descripcion de las manifestaciones clinicas
relacionadas a estos varones afectados no esta detallada. El espectro clinico de los
pacientes publicados varia desde un fenotipo masculino normal hasta azoospermia o
talla baja, con retraso mental y presencia de varias malformaciones congénitas,
como genitales ambiguos o cardiopatia. Las dismorfias menores reportados mas
frecuente en la delecion del brazo largo del cromosoma Y son mentén y boca
pequefios, paladar alto o hendido, fisuras palpebrales hacia abajo, puente nasal alto

y pabellones auriculares malformados (Salo P, et al., 1995).

Diversos autores han reportado la falta de correlacion entre la longitud del
cromosoma Y deletado y los efectos fenotipicos. Cromosomas Y's cortos se han
encontrado en hombres normales y fértiles asi como en varones infértiles.
Deleciones grandes del cromosoma Y se han relacionado a casos de intersexo,
sindrome de Turner, pacientes con retraso mental y varones normales. Existen

multiples reportes de pacientes con delecion Yqg con solo alteracion de fertilidad



(Chandley AC, et al., 1998), (Duell T, et al., 1998), (Kent-First, M.G. et al, 1999),

(Neu RL, et al., 1973), (Pagani R, et al., 2002), (Prior JL, et al., 1997).

El primer reporte de una deleciéon del cromosoma Y se publico en 1961 el cual se
trataba de una nifia con clitoromegalia con cariotipo 45,X + fragmento de origen no
especificado, que se concluyé ser parte del cromosoma Y (Vahauru, 1961). En el
mismo afio, Muldal y Ockey describieron un paciente con hipotonia y retraso mental.
Ellos sugirieron que deleciones del Yq resultan en fenotipos que pueden variar entre
un hombre fértil y una mujer con sindrome de Turner. También especularon que los
genes determinantes del sexo masculino estaban situados cerca del centrémero, por

el fenotipo masculino de su paciente.

En 1966, Nakagome et al. publicaron un caso de un paciente con hipotonia
muscular, retraso mental y otras anomalias congénitas. Sus dismorfias incluian
puente nasal deprimido, braquicefalia y hernia inguinal unilateral. EIl cariotipo se
reportd 45,X + un fragmento pequefio. Por el tamafo del cromosoma vy el fenotipo
masculino del paciente se concluyo que el cromosoma marcador era el cromosoma
Y deletado. También a este paciente se le realizo el estudio citogenético en medula
Osea, observando el mismo cromosoma pequeno. Los cariotipos de los padres, se
reportaron normales. Estos autores concluyeron que el paciente presentaba un set
completo de autosomas, un X normal y un fragmento céntrico del Y. Su hipotesis fue
que el cromosoma Y era probablemente no funcional excepto en la porcién pequeia
cerca del centromero donde se localizan los genes determinantes del fenotipo

masculino.



En 1972, Meisner e Inhorn publicaron un hombre de 36 afos con retraso mental
importante (coeficiente intelectual 51), criptorquidia bilateral, hemangiomas en cuello
y cuero cabelludo, clinodactilia y otras dismorfias menores (manchas de Brushfield
en iris, anteversion de pabellones auriculares, implantacién baja del cabello y
braquidactilia). Al realizar el estudio citogenético se visualizaron 46 cromosomas,
todos normales con la excepcion del Y el cual se observdé metacéntrico y pequefio.
Al estudiar al hermano mayor de 43 anos, se encontré un Y deletado similar, pero él
tenia un coeficiente intelectual normal y era fértil, por ser padre de 4 hijos normales.
No hubo muestra del padre del paciente. Por lo observado en los dos hermanos, los
autores concluyeron que el brazo largo del Y no era importante para el desarrollo del
fenotipo masculino. También consideraron que la pérdida del material cromosémico
podria no explicar la presencia del retraso mental en el caso indice dado que el
hermano con la misma delecion no lo presentaba. Sugirieron que en el cromosoma
Y existen factores genéticos necesarios para la fertiidad y una talla normal
localizadas en Yp o Ygq cerca del centrdmero, y que la porcion distal de Yq no
incluye genes para el desarrollo normal del fenotipo masculino. En este caso, los
autores no pudieron descartar que la delecion del brazo largo de Y se tratara en
realidad de un isocromosoma de Yp, ni tampoco se definieron los puntos de ruptura

con el cariotipo convencional.

En 1972, Telfer et al. publicé un caso de un nifio con talla baja y coeficiente
intelectual normal, con un cariotipo con pérdida del brazo largo del Y sin

heterocromatina. Confirmaron que la porcion del Y perdido no se translocé a otro



cromosoma, utilizando bandas Q (quinacrina), dado que no se observé la porcion
fluorescente de Yq en otro cromosoma. Estos autores tampoco descartaron la
posibilidad de un isocromosoma Yp al no poder definir puntos de ruptura, pero
concluyeron que era mas factible por el fenotipo del paciente que fuera una delecién

en Yq.

En 1973, se publico por primera vez por Neu et al. un varéon 46,XYQg- con
azoospermia, el cual era un hombre de 20 afios que fue enviado al servicio de
Genética por sospecha de sindrome de Klinefelter. El paciente tenia talla normal con
obesidad, diabetes juvenil, pero sin datos de ginecomastia y con niveles de hormona
estimulante de foliculos (FSH) y Iluteinizante (LH) normales. Se realizd
espermatobioscopia directa en dos ocasiones, sin encontrar espermatozoides en
ninguno de las dos muestras. Los cariotipos de ambos padres fueron normales. Los
autores consideraron que el Y anormal no parecia ser un isocromosma Yp porque
no era metacéntrico y concluyeron que podria ser coincidental la presencia del

cariotipo 46,XYq- sin relacion con el fenotipo azoospérmico.

En 1973, Langmaid y Lawrence describieron un hombre de 23 afios, con talla y peso
bajos, espina bifida e inteligencia normal. Al estudiar su cariotipo observaron 46

cromosomas incluyendo un Y deletado. El padre tenia un cromosoma Y normal.

En 1977, se describié un caso de un hombre con delecion Yq, azoospermia y talla
baja por Yunis et al. Este caso apoyo que la existencia de factores determinantes de

talla y fertilidad se encuentran en el brazo largo del cromosoma Y en la banda 11.



Por lo que, sugirieron que deleciones grandes de Yq se deben de acompanar de

esterilidad y talla baja.

En 1981, se publico un caso de un nifio con livedo reticularis, microcefalia, otras
dismorfias y retraso mental profundo por Purdoch et al. EIl cariotipo reporto
46,X,del(Y)(q11). A los 8 anos el nifio presentaba talla por debajo de la percentila 3,
no controlaba esfinteres y sélo podia caminar unos pasos sin caerse. Sus dismorfias
incluian ptosis, epicanto, nariz pequena, diastasis de rectos, hipoplasia ungueal y
limitacion para la supinaciéon. Los estudios cromosdmicos de sus padres se
reportaron normales, con un cromosoma Y normal en el padre. El paciente muri6 a
los 9 anos 8 meses por complicaciones de bronconeumonia y en su autopsia se

encontré un segmento aganglidnico en colon distal.

Kosztolanyi y Trixler en 1983, describieron un paciente de 33 afos con talla baja,
retraso mental, autismo y alteraciones en conducta. Los estudios de laboratorio
mostraron niveles de testosterona baja, LH y prolactina alta, y su biopsia testicular
revelo conductos seminiferos atroficos sin presencia de espermatogénesis. El
cariotipo se reporto 46,X,del(Y)(q11). El cromosoma Y del padre se reporto normal.
Los autores consideraron que parte de eucromatina se deleto junto con la
heterocromatina y que genes que promueven el crecimiento y espermatogénesis
deben de localizarse cercanos al segmento deletado en Yq. El paciente tuvo hipoxia
al nacimiento que requiri6 maniobras de resucitacion y por lo tanto no se pudo
establecer si su retraso y alteraciones en conducta se debian a la delecidn

cromosdmica o por los eventos adversos al nacer.



En 1990, Skare et al. reportaron un caso de un paciente con azoospermia, talla baja
y micropene. El paciente de 21 afios presento dismorfias menores incluyendo
paladar alto y angosto, obesidad troncal, pie cavo, desviacidon lateral de falanges
medias y distales de ambas manos. Los niveles hormonales se encontraron
normales y su anadlisis de semen reporto azoospermia. El cariotipo se reportod
46,XYq-. Para confirmar los resultados citogenéticos se realizo hibridacion de DNA
utilizando Southern Blot, utilizando diversas sondas de DNA (DYS11 y DYS1), con lo
cual se identifico la presencia de Yp y la regién de Y centromérica, pero ausencia de

los fragmentos de intervalos 5, 6 y 7 que pertenecen a Yg11-12.

Lahn et al., en 1994 reportaron 3 masculinos con retraso mental severo y pérdida del
brazo largo del cromosoma Y (cariotipo de 46,XYQq-). Por marcadores polimoérficos y
por FISH (hibridacion con fluorescencia in situ) se establecié que una porcion de Xq
se translocé al Yq, lo cual probablemente ocurri6 por una recombinacion no
reciproca en la linea germinal paterna. El cariotipo que se definio fue 46,X,
der(Y)t(X;Y)(928;911) lo que indico pérdida de material genético del cromosoma Y
con ganancia de genes de Xq (midiendo aproximadamente 5-10Mb). Sugirieron que
esta regidn del X puede contener multiples genes activos que condicionan una

disomia parcial del X, lo cual podria explicar el fenotipo severo en sus pacientes.

Por ultimo, Salo et al. en 1995, reportaron 9 varones con deleciones del brazo largo
del cromosoma Y. En todos los casos descartaron mosaicismo cromosomico, otros

rearreglos cromosomicos y alteraciones del cromosoma Y paterno. Los puntos de



ruptura se establecieron a través del andlisis de STSs (secuencias simples en
tandem) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
marcadores sDF-2, sKK-4 (especificos del X) y sDF-1, sKK-1 (de regiones
pseudoautosémicas). En todos los casos se establecidé que so6lo heredaron un alelo
para cada marcador. Cinco de los 9 pacientes presentaron retraso mental, uno
presento talla baja, dos presentaron alteraciones de genitales y dos acudieron por
problemas de infertilidad con azoospermia (Tabla 2). Sélo un paciente presento
cardiopatia. Las dismorfias faciales comunes eran: mentdn pequefio, boca pequena,
paladar alto, fisuras palpebrales hacia abajo, puente nasal alto, pabellones
auriculares displasicos. Se presento obesidad troncal en 3 pacientes. Los autores
concluyeron que las consecuencia clinicas son variables ante la presencia de

deleciones del cromosoma Y.

Se presenta un caso clinico de un paciente con delecion Yg11-Yqter. Es el primero

que se reporta en el INP y en México.



PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Presentamos un masculino de 2 afios 3 meses, madre de 29 anos, padre de 36
afios, sanos no consanguineos, G2/2, hermano de 10 afos sano, sin antecedentes
de abortos. Embarazo normoevolutivo de 41 semanas de gestacion, control prenatal
regular con realizacion de un ultrasonido reportado normal, la madre niega
exposicidon prenatal a teratdbgenos, toxicomanias o infectocontagiosos. Parto
eutécico, atendido en centro de salud sin anestesia. Peso 3.2 kg, se desconoce talla
y Apgar, pero refiere respiracion inmediata, se niega cianosis e ictericia. Egresado
con la madre como sano a las 48 horas. Se refiere en su desarrollo psicomotor: fija
mirada 4 meses, sonrisa social 8 meses, sostén cefalico 9 meses, sedestacion 1 ano
8 mes, monosilabos 1 afio 8 meses, gateo 2 afios 1 mes, a los 2 afios 2 meses inicia
bipedestacion y empieza a comer solo. El padecimiento actual inicia a los 6 meses
cuando la madre nota retraso psicomotor. Acude a rehabilitacién desde octubre del
2003 con mejoria. A la exploracion fisica: talla 84 cm (pc <3), peso 9 kg (<pc 3), PC
(<pc 3). Braquicefalia, con suturas imbrincadas, fisuras palpebrales hacia abajo con
la fisura izquierda mas pequefia que la derecha (figura 3), cejas pobladas, nariz
bulbosa y ancha, con narinas antevertidas, puente nasal no es alto, labios gruesos
con paladar alto (figura 4) y uvula integra, filtrum plano, mejillas prominentes, boca
grande, mentdn pequefo, pabellones auriculares con rotacion posterior con surcos
en region anterior asi como posterior de I6bulos auriculares y pits retroauriculares
(figura 5), torax normolineo, ruidos cardiacos normales, abdomen con hernia
umbilical, sin visceromegalias, genitales masculinos normales, ambos testiculos en

bolsa escrotal y meato uretral en punta del pene (figura 6), dorso integro, hipotonia



generalizada, extremidades superiores con ufias hipoplasicas, clinodactilia del 5°
dedo bilateral en ambas manos, desviacién del primer dedo del pie hacia fuera,

manos y pies con pliegues aberrantes (figura 7).



ESTUDIOS DE LABORATORIO Y GABINETE

Se solicitd estudio citogenético de sangre periférica al paciente por presentar retraso

psicomotor y dismorfias.

El cultivo de sangre periférica se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en
anexo 1. El cariotipo se reportd: 46, XY, del(Y)(g11qter) (figura 8). El cariotipo del
padre fue normal (figura 9). Se realiz6é analisis de 20 secuencias STS localizadas en
Yq asi como en Yp (SRY y ZFY/ZFX) evidenciando la presencia de sélo las
secuencias localizadas en Yp (figura 10 y 11) de acuerdo a la metodologia descrita
en anexo 2. La muestra reveld integridad de los productos de PCR
correspondientes a los loci SRY y ZFX/ZFY, asi como el control interno del
cromosoma X SMCX. Los resultados obtenidos indican que el paciente muestra una
delecion completa de las regiones génicas controladoras de la espermatogénesis de
Yq (AZFa, AZFb, AZFc y AZFd). Lo anterior se encuentra acorde con los hallazgos
citogenéticos del paciente. Para descartar otras causas de retraso mental en
nuestro paciente se realizd TAC cerebral y tamiz metabdlico los cuales fueron

normales.



DISCUSION

La prevalencia de retraso mental es de 2.3-3% en la poblacion general (Lao-
Villadéniga, 2001). Se acepta como definicion, de acuerdo a criterios establecidos
por la Asociacion Americana de retraso mental: el funcionamiento intelectual por
debajo del promedio de la poblacion general (Curry, et al., 1997). Dado el beneficio
en el individuo con retraso mental, asi como para la familia, el equipo médico
tratante a través de una evaluacién clinica y de laboratorio debe tratar de establecer
la causa para poder dar un consejo genético certero, prondstico, riesgos de

recurrencia y manejo médico.

Las causas de retraso mental son diversas y en nuestro paciente se concluyé por el
arbol genealdgico que era un caso unico y que durante el embarazo no hubo
exposicion a teratdgenos ni otros efectos adversos maternos que pudieran explicar

el retraso mental.

Dado que el 1-5% de las causas de retraso mental se deben a causas metabdlicas
(Curry et al., 1997) solicitamos en nuestro paciente un tamiz metabdlico, el cual se
reporto normal. Se solicito una TAC cerebral descartando alguna anomalia
estructural cerebral, dado que del 7-17% los casos de retraso mental son explicados

por alteraciones estructurales del sistema nervioso central (Curry et al., 1997).

Finalmente, dado que del 4 al 28% de los pacientes con retraso mental y dismorfias

se pueden explicar por anomalias cromosémicas (Curry et al., 1997), se solicito el



cariotipo en nuestro paciente con el cual se evidencié una delecién Yq11-Yqter. Hay
aproximadamente 20 casos reportados en la literatura con delecion Yq11-Yqter,
donde la expresion clinica es muy variable, ya que se describe desde solo
azoospermia hasta aquellos con fenotipo mas severo que incluye retraso mental
leve, genitales ambiglos, cardiopatia y paladar hendido. De las dismorfias menores
que se reportan con mayor frecuencia, se encuentran mentén y boca pequenos,
paladar alto, fisuras palpebrales hacia abajo, puente nasal alto y pabellones
auriculares malformados, asi como obesidad troncal (Salo, et al.,, 1995). Nuestro
paciente comparte algunas dismorfias con lo reportado en la literatura pero también
presenta otras no descritas como son los surcos en I6bulos auriculares, pits

retroauriculares, aberrantes palmares y RPM importante.

El fenotipo de los pacientes con delecion del Y se refiere que no correlaciona con el
tamafo de la alteracibn ya que pacientes con deleciones muy pequefas
(microdeleciones so6lo detectables por biologia molecular) pueden tener un fenotipo
severo o bien aquellos con deleciones grandes (todo el brazo largo del Y) pueden
s6lo manifestar azoospermia y/o dismorfias faciales y problemas del desarrollo
(Salo, et al., 1995). Pérdida de Yq12 no se ha asociado con un fenotipo
caracteristico. Deleciones que involucran Yq11 a veces, en ocasiones, resultan en

fenotipos similares, incluyendo dismorfias y retraso mental (Skare et al., 1990).

Dado que el fenotipo de los pacientes no puede ser explicado sélo por el tamafio de
la delecién, se propone que algunos pacientes tengan otras alteraciones

cromosdmicas, como translocaciones Xq;Yq o translocaciones Y;autosoma no



detectadas en los estudios citogenéticos convencionales (Salo, et al., 1995).
Algunos autores han demostrado translocaciones originadas por errores de
recombinacién paterna entre Xqg-Yq en pacientes con cariotipo 46,XYq- (Lahn et al.,
1994, Salo et al,, 1995), resultando en disomias parciales del X con pérdida de
material genético del Y. Aunque en nuestro paciente no se corroboro ninguna
translocacién ente X y Y, existe la posibilidad de que un evento de este tipo sea
responsable de su fenotipo (figura 12). Otra posible explicacién seria que durante la
recombinacién del X y Y se haya perdido informacién del X, produciendo una

delecion parcial del Xy Y.

Las consecuencias clinicas de la delecion Yq son variables y esta expresion variable
crea disminucion en la certeza al brindar el consejo genético. Se concluye que las
consecuencias clinicas de la delecidon Yq aun no estan bien establecidas, por lo que

es importante describir mas casos.



ANEXO 1: CARIOTIPO CON BANDAS G

Técnica de siembra y cultivo de linfocitos de sangre periférica para estudio

citogenético.

1.

Se colocaron 2 tubos con 10 mL de medio McCOy y 0.2 mL fitohemaglutinina

con pH 7.4-7.6. Este estimula la division celular de la fraccion de células T de

los linfocitos. Es una glicoproteina que se une a membranas celulares y altera

las propiedades de estas, cambiando su permeabilidad y aumenta la sintesis

macromolecular en linfocitos.

Se sembraron 10 gotas de sangre periférica en cada tubo con medio.

Se incubaron los tubos a 37°C durante 72 horas.

Al tercer dia se realizo la cosecha de los cultivos de la siguiente forma:

1.

Se aplico 0.03mL de colcemida a cada tubo de 10mL con medio McCoy.
Se mezclaron y se incubaron por 45 minutos a 37°C.

Se centrifugaron a 800 revoluciones por minuto por 8 minutos.

Se les quit6 el sobrenadante dejando poco medio.

Se resuspendio el botén celular en 5mL de solucién hipoténica (0.075 M
KCI), y se incubaron de 10 a 15 minutos en bafio a 37°C.

Se agregaron 5 gotas de fijador a cada tubo y se mezclaron invirtiendo
los tubos una o dos veces. Se centrifugaron a 800 rpm por 8 minutos.

Se les quit6 el sobrenadante y se resuspendieron los botones en 5mL de
fijador y se dejaron en temperatura ambiente por 10 minutos.

Se repitieron los pasos 1-6 en 3 ocasiones.



8. Después de la ultima centrifugacién, se suspendieron las células en 0,5

a 1 mL de medio McCoy (produciendo una suspension opaca)
5. Preparacion de laminillas: Se colocaron 3 gotas en cada laminilla. Se secaron
y se observaron a 100x en microscopio para verificar la presencia de

metafases.

Después de la preparacion de las laminillas se realizo el bandeo de estas por la
técnica de tincion con Giemsa (Bandas GTG), mediante el siguiente

procedimiento:

1. Las preparaciones de las laminillas secas se incubaron a 60°C en horno.

2. Las laminillas se trataron con solucién de tripsina (0.05%) por 10 segundos.

3. Se lavaron las laminillas en medio frio: Dulbeco's PBS-CMF (5°C)

4. Se tifieron las laminillas con Giemsa por treinta segundos y con tincion Wright
por 30 segundos.

5. Se lavaron con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

6. Se examinaron con el objetivo de 100X al microscopio de luz para establecer el

patrén de bandeo.



ANEXO 2: ESTUDIO MOLECULAR DE MICRODELECIONES DEL
CROMOSOMA Y (Yq)

A partir de leucocitos totales de sangre periférica y mediante extraccion fenol-
cloroformo con precipitacion salina, se obtuvo DNA gendmico total del paciente. El
DNA aislado fue sometido al analisis de deleciones cripticas de Yq mediante 5
reacciones de PCR multiple (A a E) para un total de 19 secuencias tipo STS
representativas de las regiones AZFa, AZFb, AZFc y AZFd (Y Chromosome
Deletion Detection System™, Ver. 2.0, Promega Corp., Madison WI, USA),
ademas de la amplificaciébn de un segmento del gen SRY. En cada una de las
reacciones se utilizé un control interno, el cual consistié en la coamplificacion de
un segmento del gen SMCX (ligado al cromosoma X, multiplex A al D) o de los
genes pseudoautosémicos ZFY/ZFX (multiplex E). Los productos de PCR de
ambos loci control, se detectan en complementos cromosomicos 46, XX y 46, XY.
En el analisis se incluyé un DNA control proveniente de un sujeto masculino sano
y un control blanco (sin DNA). Los 19 fragmentos amplificados representativos de
las regiones AZFa, AZFb, AZFc, AZFd y del gen SRY, fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 3.5% tefido con bromuro de etidio y
fotografiado bajo luz ultravioleta; como marcador de pesos moleculares se utilizd

una escalera de 50 pb.



TABLA 1: GENES EN EL CROMOSOMA'Y

GEN NOMBRE LOCUS MANIFESTACIONES
AL MUTARSE
AZF 1 Factor azoospermico 1 Yqll Sindrome Células de
Seértoli
DAZ 1 Deletado en azoospermia 1 é? Infertilidad
DAZ 2 Deletado en azoospermia2 |Yqll.2 Infertilidad
DDX3Y Polipéptido DEAD-3 Infertilidad
RBMY1Al |Proteina de union a RNA, Yqll Infertilidad
ligado al Y, familia 1
RPY é? Retinosis pigmentaria
ligada al Y
SRY Region determinante del Ypll.3 Disgenesia gonadal
Sexo del Y
TDF Factor Determinante Ypll.3 Disgenesia gonadal
Testicular
USP9Y Peptidasa especifico de Yqll.2 Azoospermia

ubiquitina ligada al Y




TABLA 2: Comparacioén de caracteristicas clinicas de nuestro paciente con los descritos en la literatura

Referencia Desarrollo Cromosomas Y Dismorfias Retraso | Talla Infertilidad Punto de ruptura
masculino paternos o de Mental Baja aparente
normal hermanos

Nakagome etal |+ Normal Puente nasal deprimido, + + NA 46,XYQ-

(1965) braquicefalia

Meisner y Inhorn | + Y pequefio Implantacion baja de cabello, + - NA 46,XYQ-

(2972) Hemangiomas, prognatismo,

hipoplasia ungeal

Tefler et al + NA Ninguno - + NA 46,XYQ-

(1973)

Neu et al (1973) |+ Normal Ninguno - - Azoospermia 46,XYQ-

Yunis et al + Normal Ninguno + + NA 46,XYQ-

(1977)

Podruch et al + Normal Microcefalia, ptosis, epicanto + + NA Del Yqll-Yqter

(1982) livedo reticularis

Koztolanyi y + Normal Ninguno + + Biopsia testicular Del Ygll—Yqter

Trixler (1983) sin datos de

espermatogénesis

Langmaid y + Normal Espina bifida - + NA Del Yqll—Yqter

Laurence (1984)

Skare et al Pene pequefio NA Obesidad, paladar alto y - + Azoospermia Del Yqll—Yqter

(1990) angosto, desviacion falanges Por molecular: ausencia
de intervalos 5,6,7

Lahnetal 1 + + Microcefalia, hipotonia, Crisis | + NA NA 46,X,der(Y)t(X;Y)(q28;q11)

(1994) convulsivas Por molecular ausencia de
intervalo 5B— Y terminal

Lahnetal 2 + + Microcefalia, hipotonia, Crisis | + NA NA 46,X,der(Y)t(X;Y)(g28;911)

(1994) convulsivas Por molecular ausencia de
intervalo 5L— Y terminal

Lahnetal 3 + + Microcefalia, hipotonia, Crisis | + NA NA 46,X,der(Y)t(X;Y)(q28;q11)

(1994) convulsivas Por molecular ausencia de
intervalo 6C— Y terminal

Saloetal 1 + Normal Ninguno - - Azoospermia Del Yqll—-Yqter

(1995) Por molecular ausencia de
intervalo 5N— Y terminal

Salo etal 2 Testiculos Normal Mentén pequefio - - Azoospermia Del Ygll—Yqter

(1995) pequefios Por molecular ausencia de

intervalo 5G— Y terminal




Saloetal 3 + Normal Paladar alto, dedos fusiformes | + NA Del Ygll—Yqter

(1995) Por molecular ausencia de
intervalo 5G— Y terminal

Saloetal 4 Testiculos Normal Mentén pequefio, boca - NA Del Ygll—Yqter

(1995) pequefios pequefia, fisuras palpebrales Por molecular ausencia de

hacia abajo, paladar alto intervalo 5G— Y terminal
Saloetal 5 + Normal Puente nasal alto, pabellones |+ NA Del Yqll—-Yqter
(1995) auriculares grandes con Por molecular ausencia de
rotacion posterior, clinodactilia intervalo 5D— Y terminal

Saloetal 6 + Normal Cara triangular, nariz larga, + NA Del Yqll—Yqter

(1995) epicanto Por molecular ausencia de
intervalo 5C— Y terminal

Saloetal 7 Criptorquidia Normal Mentén pequefio, paladar alto | + NA Del Yqll—Yqter

(1995) Por molecular ausencia de
intervalo 5A— Y terminal

Saloetal 8 Pene pequefio Normal Paladar alto, térax ancho, + NA Del Ygll—Yqter

(1995) coartacion de aorta, Por molecular ausencia de
intervalo 5A— Y terminal

Saloetal 9 Testiculos Normal Puente nasal alto - NA Del Ygll—Yqter

(1995) pequefios Por molecular ausencia de
intervalo 5A— Y terminal

Nuestro paciente | + Normal Braquicefalia, fisuras + Azoospermia por Del Yql1l — qgter

(2006)

palpebrales hacia abajo, nariz
bulbosa y ancha, paladar alto,
filtrum plano, boca grande,
mentoén pequefio, pabellones
auriculares con rotacion
posterior con surcos en regién
anterior y posterior de |6bulos
auriculares, ufias hipoplasicas,
clinodactilia, aberrantes
palmares

estudio molecular
de regiones AZF

Por molecular ausencia de
intervalo 5— Y terminal

+ presente, - ausente, NA no analizado
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Figura 1: Ideograma del cromosoma Y.
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Figura 2: Representacion esquematica de la region eucromatica del cromosoma Y
demostrando intervalos definidos de deleciones.



Figura 3: Dismorfias faciales: fisuras palpebrales hacia abajo y la fisura izquierda
mas pequefia que la derecha, cejas pobladas, nariz bulbosa y ancha, con narinas
antevertidas, filtrum plano, mejillas prominentes, boca grande, menton pequefio.

Figura 4: Paladar alto e integro.



Figura 5: Surcos en region anterior y posterior de Iébulos auriculares y pits
retroauriculares.

Figura 6: Genitales masculinos normales.



Figura 7: Pliegues aberrantes y clinodactilia del 5° dedo.

Figura 8: Cariotipo del paciente con delecion del cromosoma Y indicado por la
flecha.
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Figura 9: Cariotipo del padre con tamafio del cromosoma Y normal, indicado por la
flecha.
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300 bp = 400 Ep -

300 bp -1

200 bp _] 200 bp =
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n Gen SMCX

Cromosoma X
(83 pb)

Figura 10: Se realizé analisis de 20 secuencias STS localizadas en Yq asi como en
Yp (SRY y ZFY/ZFX) evidenciando la presencia de soélo las secuencias localizadas
en Yp. Se ilustran los resultados obtenidos en las cinco reacciones de PCR multiple
sefaladas con las letras A, B, C, D y E. El peso de los amplicones resultantes en
cada una de las reacciones, se sefialan en la tabla adjunta. Carriles 1. Paciente,
Carriles NL: Control masculino sano. Carriles MPM: Marcador de pesos moleculares
(escalera de 50 pb). Nétese la ausencia de las 19 secuencias de Yq tipo STS en el
paciente respecto al control masculino sano. Los Unicos productos detectables en el
paciente corresponden al gen SRY, ZFX/ZFY (mdultiplex E) y al gen SMCX (control
interno de las reacciones multiplex A a la D). Lo anterior confirma en el paciente una
delecion que elimina las cuatro regiones AZF y por consiguiente una gran proporcion
de la region eucromatica de Yq.
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Multiplex A Master Mix
Size of Map
STS Locus Product (bp)] Poesition
S5Y254 oAz 380 18
SY157 DYS240 200 20
SYs81 D¥S271 209 2
SY130 DY¥Sz21 173 11
S5¥182 KAL-Y 125 5
SMCX a3 Control
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Figura 11: Esquema del cromosoma Y sefialando las 19 secuencias tipo STS
contenidas en las regiones AZFa, AZFb, AZFc, AZFd y del gen SRY (Yp). En las 19
secuencias STS analizadas se encuentran genes responsables del mantenimiento y
progresion de la espermatogénesis (p. ej. DAZ, KAL-Y, SMCY, etc.), y las cuales
pueden presentar deleciones de novo.
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Figura 12: Segun Lahn et al., 1994, recombinacién desigual entre Xg-Yq en linea
germinal paterna, produciendo un cromosoma Y con disomia parcial del X.
Porciones negras son regiones psuedoautosémicas que explicarian algunos casos

de delecion Yq.
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