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I. Introduccion
Subfertilidad masculina.

La infertilidad se define como la falla para concebir después de un afio de relaciones
sexuales no protegidas. Este es un problema de salud a nivel global, que afecta al menos una de
cada 6 parejas. El factor masculino en la infertilidad se relaciona con las presencia de
alteraciones en el eyaculado, como oligozoospermia, azoospermia, alteraciones en la morfologia
o movilidad de los espermatozoides.

El factor masculino como la causa unica de infertilidad estd presente en por lo menos 30%
de las parejas y en 39% de los casos estan presentes factores masculinos y femeninos (Tournaye
y Cohlen, 2012).

En la mayoria de los hombres la produccion espermatica (espermaca) comienza en la
pubertad, tipicamente entre los 13 y 15 afios de edad. Una vez que la espermatogénesis
comienza, la evidencia sugiere que en la mayoria de los hombres esta contintia
ininterrumpidamente hasta la muerte. Tipicamente el eyaculado de un hombre fértil puede
contener varios millones de espermatozoides por mililitro, aunque esto es altamente variable en y
entre los individuos. La produccion espermatica dura aproximadamente 72 dias y es
consecuencia de la actividad mitotica y meidtica. Por tanto la produccion espermadtica es un
proceso complejo, que desde el inicio hasta su etapa del transporte de los espermatozoides a los
conductos eyaculadores puede llevar 3 meses (Tournaye y Cohlen, 2012).

Azoospermia

La meiosis, la producciéon y el empaquetamiento de las células desde la etapa de
espermatogonias al espermatozoide en los testiculos son criticos, ya que si estos procesos no
ocurren adecuadamente las células germinales estan disminuidas o ausentes en el eyaculado y
consecuentemente se genera infertilidad. Especificamente el nimero total de espermatozoides en
el eyaculado esta influenciado por la produccidon espermatica testicular, la integridad de los
conductos deferentes y eyaculador, la presencia de eyaculacion retrograda y la duracion de la
abstinencia. Por tanto el no encontrar espermatozoides en un eyaculado puede estar relacionado
con afectaciones a diversos niveles (Aziz, 2013).

La definicion formal de azoospermia es la ausencia de espermatozoides en el sedimento de
una muestra centrifugada (WHO et al., 2010). Las prevalencia de muestras azoospérmicas es
hasta de 1 a 2% en la poblacion de hombres adultos y de 5 a 59% en los hombres infértiles (Aziz,
2013).

Las causas de la azospermia, se consideran en tres categorias principales: las
pretesticulares, las testiculares y las post-testiculares. Las causas pretesticulares son las
alteraciones endocrinas que afectan la espermatogénesis como son: el hipogonadismo
hipogonadotropico (incluyendo el espectro del Sindrome de Kallman, que es de etiologia
genética), la hiperprolactinemia, y la resistencia a los androgenos (Cocuzza et al. 2013).



Entre las causas testiculares se encuentran los desordenes intrinsecos que afectan la
espermatogénesis, estas se denominan en conjunto como fallas testiculares primarias. La
patologia testicular puede estar asociada a un dafo testicular inducido por un varicocele,
testiculos no descendidos, torsion testicular, orquitis, efectos gonadotéxicos de medicamentos,
causas genéticas y un causas idiopaticas. La falla testicular primaria asociada a azoospermia, se
le ha denominado comiinmente azoospermia no-obstructiva (Cocuzza et al., 2013). Este tipo de
falla testicular es la que es principalmente susceptible de manejo con técnicas de reproduccion
asistida como la inyeccion intracitoplasmica de esperma (ICSI). Sin embargo, previo a estos
procedimientos se debe tratar de determinar en la medida de lo posible la etiologia exacta, para
pronosticar la tasa de éxito de recuperacion de los espermatozoides o adecuar las metodologias
para la recuperacion de estos (Couzza et al., 2013).

Las causas post-testiculares incluyen la obstruccion del sistema de ductos del tracto
reproductivo masculino o la disfuncion eyaculatoria (Couzza et al., 2013). Entre las primeras se
encuentran la ausencia congénita de vasos deferentes (congenital bilateral absence of the vas
deferens: CBAVD), que se presentan en cerca de 1% de los hombres infértiles y en cerca de 6%
de los casos de azoospermia obstructiva, la etiologia de esta entidad son las mutaciones en el gen
CFTR, el causante de la fibrosis quistica (OMIM# 219700). La CBAVD esta presente en la
mayoria de los varones con fibrosis quistica pero también puede presentarse de manera aislada y
constituir un espectro muy leve de fibrosis quistica, en esta entidad los testiculos y la
espermatogénesis son normales (Yu et al., 2012). Otras causas post-testiculares son la
obstruccidn iatrogénica de vasos causada por una reparacion de hernia, la obstruccion a nivel del
epididimo que puede estar presente como parte del Sindrome de Young (OMIM # 279000) que
se manifiesta con la triada clasica de sinusitis cronica, bronquiectasias y azoospermia obstructiva
(Hughes et al., 1986) y del cual atn no se conoce la etiologia, y la obstruccion del ducto
eyaculatorio por compresiones extrinsecas como los quistes Mullerianos o Wolfianos o los
calculos en las vesiculas seminales. Entre los desordenes eyaculatorios la principal entidad
asociada a azoospermia es la eyaculacion retrograda, que tiene etiologia anatdmica, neurogénica,
farmacoldgica o idiopatica (Couzza et al., 2013).

Las causas pre-testiculares y post-testiculares de azoospermia son comunmente tratables, lo
que permite restaurar la fertilidad en la mayoria de los pacientes con estas alteraciones.
Contrariamente, los desérdenes testiculares son irreversibles y el éxito de las intervenciones
terapéuticas son significativamente menores (Couzza et al., 2013), a pesar de ser en los que mas
se aplican las técnicas de reproduccion asistida. En estos desordenes testiculares la etiologia
genética es una de las causas detectables mas frecuentes.

Las guias de la Asociacion Americana de Medicina Reproductiva (American Society for
Reproductive Medicine: ASRM) para el abordaje diagnostico del varon infértil (Practice
Committee of ASRM, 2012) y del manejo del vardén con azoospermia (Practice Committee of
ASRM and SMRU, 2008) incluyen como componente esencial de la evaluacion de la
contribucién genética, como son el estudio de las alteraciones cromosOmicas determinadas
mediante el cariotipo y la busqueda de microdeleciones del cromosoma Y.



Analisis seminal.

La espermatobioscopia es el pilar del diagnostico del factor masculino en parejas infértiles,
ya que esta permite evaluar basicamente la produccion espermatica del testiculo y el volumen de
fluido contribuido por las glandulas accesorias. Este analisis de laboratorio se realiza de acuerdo
a los lineamientos propuestos por la Organizaciéon Mundial de la Salud, en su tltima version del
2010 (WHO, 2010), donde se proponen evaluar varios parametros como son la concentracion
espermatica, la morfologia de los espermatozoides y la movilidad.

Estos parametros morfofuncionales bésicos son utilizados tradicionalmente para clasificar
a los pacientes y tomar decisiones clinicas al respecto de la aplicacion de técnicas de
reproduccion asistida; sin embargo estos parametros no correlacionan perfectamente con las
tasas de fertilizacion, desarrollo embrionario o embarazos.

Por tanto se han propuestos técnicas mas complejas que permite ampliar el analisis seminal
basico (De Jonge, 2012).Una de las mas importantes actualmente, es la determinacion de la
fragmentacion del DNA espermatico. El andlisis de fragmentacion del DNA es un area de
intensa investigacion clinica androldgica desde los afios 90s. Esta cada vez toma mas
importancia en la clinica ya que existen reportes de diferencias entre las tasas de fertilizacion por
inseminacion o fertilizacion in vitro cuando existe fragmentacion de DNA de los
espermatozoides empleados. Sin embargo, ain no existe un consenso de la metodologia mas
adecuada para evaluar este tipo de alteraciones (De Jonge, 2012).

Existen varias metodologias para determinar la fragmentacion de espermatozoides entre las
que se encuentra el ensayo Cometa, el ensayo de dispersion de la cromatina (sperm chromatin
dispersion, SCD), el TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase TdT-mediated nick-end
labelling), y el SSCA (Sperm Chromatin Structure Assay) (De Jonge, 2012; The Practice
Comittee of ASRM, 2013). El ensayo més empleado en México es el SCD, comercialmente
conocido como Halopserm®, el que se basa en determinar el grado de la compactacion y
empaquetamiento de la cromatina, visualizado el halo que genera la cromatina alrededor del
esperma después de un tratamiento acido, lo que permite detectar de manera indirecta la
fragmentacion de DNA (De Jonge 2012; The Practice Comittee of ASRM, 2013)

El manual de la OMS, aun considerada el andlisis de la fragmentacion de DNA
espermatica como un procedimiento de investigacion y aun no se establece como util para el
analisis seminal basico (WHO, 2010). La ASRM en sus ultimas guias de practica clinica
considera que el dafio en DNA espermatico es mas comun en hombres infértiles que en controles
y puede contribuir a un pobre desenlace reproductivo. No obstante, indica que los métodos
actuales para valorar la integridad del DNA espermatico no son confiables para predecir el
resultados de los tratamientos de reproduccion asistida por lo que no considera deba ser utilizado
clinicamente de manera rutinaria (The Practice Comittee of ASRM, 2013)

Otras técnicas de analisis seminal como la valoracion del stress oxidativo, la determinacion
de anexina V como marcador de apoptosis, la seleccion de esperma por acido hialuronico y otros
marcadores aun estan en desarrollo experimental con un limitada valoracién de su eficacia
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clinica y no se encuentran disponibles de manera rutinaria (Henkel et al., 2012). Por tanto, a
pesar de sus limitaciones en estandarizacion, en predecir el potencial reproductivo del varén o
determinar claramente una etiologia de la infertilidad, la espermatobioscopia continia siendo el
estandar de oro para el diagnostico y la valoracion de la infertilidad masculina.

Causas genéticas de infertilidad masculina.

Como se ha mencionado previamente, la contribucion de la genética a la etiologia de la
infertilidad masculina es un tema bien conocido y los lineamientos de diagnostico del hombre
infértil (The Practice Committee of ASRM, 2012) recomiendan la realizacion de estudios
especificos para el diagndstico de esta la infertilidad por esta etiologia. Existe revisiones
detalladas sobre la realizacién de pruebas genéticas en los hombres infértiles (McLachlan y
O’Bryan, 2010) y en los azoospérmicos (Hamada, et al., 2013).

Las alteraciones genéticas de relevancia clinica descritas se presentan a dos niveles
principalmente: las alteraciones cromosomicas (anormalidades en los cromosomas sexuales y
estructurales como translocaciones e inversiones) y las alteraciones a nivel estructural del
cromosoma Y en su region eucromatica (microdeleciones del cromosoma Y) (McLachlan y
O’Bryan, 2010). En las siguientes secciones se detalla cada una de esta, incluyendo su origen y
relevancia clinica.

Anormalidades de los cromosomas sexuales.

Las anormalidades numéricas de los cromosomas sexuales en los hombres son una causa
relativamente comun de infertilidad ya que el sindrome de Klinefelter (47,XXY) y el Sindrome
47,XYY ocurre en aproximadamente 1 a 2 en 1000 nacimiento vivos (Morris et al., 2008).
Siendo el Sindrome de Klinefelter la alteracion cromosémica mas frecuente. Una gran
proporcion de los hombres con Sindrome de Klinefelter solo son identificados cuando se les
realiza valoracion por infertilidad. El Sindrome de Klinefelter en su forma sin mosaico
corresponde a cerca del 11% de los hombres azoospérmicos, mientras que aquellos con las
formas en mosaico se pueden manifestar principalmente como oligozoospermia (Harton y
Tempest, 2012).

Se considera que las fallas en el diagnostico del el Sindrome de Klinefelter son en parte
debidas al poco conocimiento de la enfermedad y la creencia incorrecta que todos los individuos
presentan el fenotipo clasico (talla alta, ginecomastia e hipogonadismo). Sin embargo, ahora es
que claro que el Sindrome de Klinefelter tiene un fenotipo altamente variable (Harton y Tempest,
2012). Por otro lado, los individuos con cariotipo 47,XYY son fértiles normalmente pero
presentan un incremento en el riesgo de infertilidad comparados con los controles (Harton y
Tempest, 2012), ya que esta alteracion la presentan 0.26% de los hombres infértiles vs 0.07% de
los recién nacidos hombres. La presentacion espermatica en pacientes con cariotipo 47,
XY Ypuede ser de una falla severa a una aparente normalidad.

Los mecanismos que generan infertilidad asociados al Sindrome de Klinefelter incluyen la
potencial falta de un factor de crecimiento testicular, la degeneracion prematura de las células
germinales primordiales antes de la pubertad y el arresto de la maduracion tardia durante la
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espermatogénesis en la etapa de espermatocito primario y probablemente también etapas
posteriores (Hamada er al., 2013). Sin embargo, se encuentra espermatogénesis residual en
hombres con Klinefelter en sus formas con mosaico y sin mosaico. Adicionalmente también se
presentan testiculos pequefios (1 a 3 mL) de consistencia firme, ginecomastia (40%) y
caracteristicas de hipogonadismo, como escaso vello facial y pobre crecimiento de vello pubico,
perdida de la libido y disfuncion eréctil. Niveles bajos de testosterona se observan en cerca de
80% de los hombres 47,XXY, este hallazgo se atribuye al pequefio tamafo testicular que no
puede compensar la produccion de testosterona a pesar de la hiperplasia de células de Leydig con
la que cursan los pacientes (Hamada et al., 2013).

La presencia de un cromosoma sexual adicional en ambos tipos de pacientes, los que
presentan Klinefelter y los pacientes con cariotipo 47,XXY, genera un riesgo para presentar
aneuploidias de los cromosomas sexuales en al menos 50% de sus espermatozoides. Algunos
estudios han analizado las frecuencias de aneuploidias en los espermatozoides de pacientes con
mosaico y sin mosaico de Klinefelter, la mayoria encontraron una mayor frecuencia de
aneuploidia de cromosomas sexuales comparado con los controles, encontrando para los
pacientes sin mosaico un promedio de 6% (rango de 1% a 25%) versus un promedio de 3%
(rango de 0 a 7%) en los pacientes con mosaico 46,XY/47,XYY (Tempest, 2011). Para los
individuos con cariotipo 47,XXY, los niveles de aneuploidia se reportan mayores que en los
hombres con cariotipo normal, pero mas bajo que los de los pacientes con Klinefelter con un
nivel promedio de 4% (rango de 0.1 a 14%) (Revisado en Tempest, 2011). De estos estudios es
claro que algunas células aneuploides pueden ser capaces de iniciar y completar la meiosis
resultando en gametos aneuploides. No obstante aparentemente existe un punto de chequeo
meidtico que elimina a una gran proporcion de los espermatozoides aneuploides.

Alteraciones cromosomicas estructurales relacionadas con infertilidad masculina.

Adicional a la presencia de alteraciones en los cromosomas sexuales, en los hombres
infértiles se detectan la presencia de defectos estructurales con una frecuencia de 5 a 10 veces
mas que varones fértiles (Massart ef al., 2012). La formacion de bivalentes normales durante la
meiosis esta alterada en los pacientes con anormalidades estructurales (principalmente en las
translocaciones), llevando a una meiosis anormal y a un arresto de la maduracion durante la
espermatogénesis. La mayoria de los pacientes con alteraciones estructurales, se presentan con
oligozoospermia. Por tanto la frecuencia de translocaciones Robertsonianas, translocaciones
reciprocas e inversiones es mayor en los hombres con oligozoospermia comparado con los
hombres azoospérmicos y los hombres de la poblacion general (Massart et al. 2012).

Translocaciones cromosOmicas balanceadas.

Las translocaciones cromosomicas balanceadas involucran la ruptura de dos cromosomas y
la reparacion anormal de los fragmentos cromosdmicos resultando en la transposicion de
material genético de un cromosoma a otro sin la pérdida de material genético. La mayoria de los
portadores de translocaciones balanceadas son fenotipicamente normales, a reserva que los
puntos de ruptura de las translocaciones interrumpa un gen importante o via un efecto de
posicion. Sin embargo, los portadores de los translocaciones balanceadas (a pesar de ser
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fenotipicamente normales en la mayoria de los casos) pueden presentar fertilidad reducida,
abortos espontaneos o productos malformados (Harton y Tempest, 2012).

La segregacion normal de las translocaciones puede llevar a la duplicacion o delecion de
regiones cromosomicas involucradas en la translocacion. La fertilidad reducida en los portadores
de translocaciones puede ser en parte el resultado de los requerimientos durante la meiosis para
que los cromosomas derivativos en las translocaciones formen un estructura cuadrivalante o
trivalente, en las reciprocas y en las Robertsonianas respectivamente, que permita a los
cromosomas homologos aparearse. La formacioén de cuadrivalentes o trivalentes puede llevar a
reduccion en la fertilidad, primeramente por implicaciones mecénicas y diferencias en el tiempo
requerido formar dicha estructura y segundo como resultado de la no-disyuncion de las
estructuras que genera propension a producir gametos desbalanceados (Harton y Tempest, 2012).

La frecuencia de gametos balanceado o no balanceados en una translocacion depende del
cromosoma involucrado, el tamafo de la region involucrada, la presencia de heterocromatina, la
localizacion de los puntos de ruptura y la probabilidad de eventos de recombinacién que ocurren
en los segmentos traslocados. La proporcion de gametos no balanceados en cada portador de
translocaciones balanceadas varia grandemente y refleja el rearreglo especifico involucrado.
También se sabe que el nivel de gametos desbalanceados sera significativamente mayor al riesgo
empirico de tener un recién nacido con cariotipo cromosoémico desbalanceado ya que la mayoria,
si no es que todos los productos desbalanceados de la segregacion, serdn abortados
espontaneamente o no permitiran el desarrollo temprano (Harton y Tempest, 2012).

Translocaciones Robertsonianas.

Las translocaciones Robertsonianas son las que involucran los cromosomas acrocéntricos,
especificamente los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22. En estos casos la translocacion resulta de la
fusion céntrica de dos cromosomas acrocéntricos. Estas son las aberraciones estructurales mas
frecuentes en humanos afectando la fertilidad en cerca de 1 en 1000 hombres. A pesar de que los
estimados de frecuencia son de 0.8% en los hombres subfértiles, su prevalencia es nueve veces
mayor que para la poblacion en general (Esteves, 2013). Existe una correlacion entre la
frecuencia de bivalentes XY y la asociacion de trivalente Robertsonianos presentes durante la
etapa de paquiteno de la meiosis, y el dafio en las células germinales (Harton y Tempest, 2012),
lo que explicaria la infertilidad en pacientes portadores de translocaciones Robertsonianas.

La importancia de la deteccion de las translocaciones en pacientes infértiles, es el riesgo de
tener descendencia con complementos cromosdmicos desbalanceados. En el caso de las
Robertsonianas existe un riesgo especial adicional representando por las disomias uniparentales
que son generadas por un mecanismo denominado “rescate trisomico” durante la primera
division del cigoto. Para los cromosomas 14 y 15, las disomias uniparentales maternas y paternas
pueden llevar a patologia originando enfermedades como el Sindrome de Angelman (OMIM
#105830) o el de Prader-Willi (OMIM #176270), a pesar de un cariotipo balanceados. Existen
estimaciones adecuadas del riesgo empirico del tener descendencia afectadas ya que las
translocaciones Robertsonianas involucran poco cromosomas y en la mayoria presentan puntos
similares de ruptura (Harton y Tempest, 2012). La frecuencia de gametos desbalanceados varia
ampliamente en los reportes de 3% a 36% de espermatozoides desbalanceados (Tempest, 2011),
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los que son mucho mas altos que el riesgo empirico de tener un concepto con trisomia 13 o 21
(menos de 2%) provenientes del padre.

Inversiones cromosémicas.

Al igual que con las translocaciones cromosdmicas, las inversiones pueden causar
infertilidad, abortos espontdneos y defectos al nacimiento en los conceptos provenientes de
gametos desbalanceados. Durante la meiosis, los cromosomas son forzados a formar estructuras
especializadas (asas de inversion) que permiten a los cromosomas homoélogos aparearse. La
formacion de estas asas pueden impactar la fertilidad de igual manera por el efecto mecanico y
del tiempo empleado en la formacion del asa (Harton y Tempest, 2012). La PCR en
espermatozoides individuales de portadores de inversiones, ha demostrado que la recombinacion
dentro de las asas es reducida, lo que puede llevar a un fallo en la meiosis y generar apoptosis en
la célula afectada, lo que se manifiesta finalmente como una cuenta espermatica baja. Al igual
que en las translocaciones reciprocas, la frecuencia de gametos balanceados depende de los
cromosomas involucrados, el tamafio de la region involucrada y la probabilidad de eventos
recombinatorios que toman lugar en los segmentos invertidos. Las investigaciones de la
produccion de gametos no balanceados en portadores de inversiones son muchos menores que en
los portadores de translocaciones, sin embargo algunos estudios reportan rangos de
espermatozoides desbalanceados del 1% al 54% (Harton y Tempest, 2012).

Contribucion de alteraciones del cromosoma Y en la infertilidad masculina.

Aproximadamente del 2 a 3 % de los hombres son infértiles debido a defectos en la
funcidén espermatica, manifestada principalmente como oligozoospermia (definida previamente
como la presencia de menos de 20 millones de espermatozoides por mL de semen) o
azoospermia. Tiepolo y Zuffardi (1976) fueron los primeros en identificar que las deleciones en
Yq estaban involucradas en infertilidad masculina, cuando analizaron por citogenética clasica
leucocitos de hombres con infertilidad idiopatica. No obstante, fue hasta la década de los
noventa, que los estudios moleculares (Reijo et al., 1995; Vogt et al., 1996; Pryor et al., 1997,
Foresta et al., 2001) demostraron que las microdeleciones (deleciones no visible por citogenética
convencional) en Yql1 pueden representar el factor etioldgico en al menos 10 a 20 % de casos
con azoospermia idiopatica u oligozoospermia severa.

En un metaanalisis, Foresta et al. (2001) revisaron los datos publicados sobre més de 4,800
hombres infértiles que fueron analizados para microdeleciones del cromosoma Y, encontraron
que los pacientes con deleciones del cromosoma Y con frecuencia tienen espermatozoides en el
eyaculado o dentro del testiculo y son por lo tanto, candidatos para técnicas de reproduccion
asistida. Sin embargo, los autores también notaron que a pesar de que el uso de espermatozoides
portadores de deleciones en el cromosoma Y pueden producir embarazos, en tales casos, la
anomalia genética invariablemente serd transmitida al 100% de los descendientes masculinos.

La estructura del cromosoma Y en pacientes con azoospermia.

El papel del cromosoma Y en la espermatogénesis fue sugerido primeramente, como se
menciond anteriormente, por los estudios de Tiepolo y Zuffardi (1976), quienes realizaron
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cariotipo en sangre a 1,170 hombres subfértiles e identificaron 6 individuos azoospérmicos con
deleciones detectables microscopicamente de Yq distal. En 4 casos en los cuales el padre fue
evaluado, en todos el cromosoma Y se encontrd intacto. Sobre la base de estas deleciones de
novo en hombres azoospérmicos, Tiepolo y Zuffardi (1976) propusieron la existencia de un gen
de espermatogénesis, o “factor de azoospermia” (AZF), en Yq.

Mutaciones en las regiones del Factor de Azoospermia (AZF).

Vogt et al. (1996) analizaron a 370 hombres con azoospermia idiopatica u oligozoospermia
severa para deleciones en 76 loci de Yql1 y descubrieron microdeleciones en 13 pacientes. Tres
pacientes mostraron una microdelecion en Yqll proximal, tres tenian una microdelecion en
D13-D16, y 7 tenian una microdelecion en D20-D22. Adicionalmente analizaron biopsias de
testiculo de los pacientes con deleciones en diferentes regiones de Yqll. Un paciente con una
delecion en Yql1 proximal tenia sélo células de Sertoli pero sin células germinales visibles en
todos los tubulos de las secciones de testiculo. En tres pacientes con una microdelecion a la
mitad de Yql1, la histologia testicular reveld la detencion de espermatogénesis en la etapa de
espermatocito; las poblaciones de espermatogonias y espermatocitos eran normales en los
tubulos pero ninguna célula germinal post-meiotica pudo ser detectada, lo que indicaba que la
disrupcion de la espermatogénesis ocurrio antes o durante la meiosis en la etapa de
espermatocito. Los resultados del estudios de 5 pacientes con microdeleciones en la region distal
de Yqll sugirieron un defecto en las espermatides post-meidticas o en la maduracion del
esperma. Como las microdeleciones fueron encontradas en 3 subregiones diferentes de Yql1 que
condujeron a la interrupcion de espermatogénesis en fases diferentes del proceso, los autores
propusieron la presencia de 3 sitios de espermatogénesis en Yql1, que designaron como AZFa,
AZFb, y AZFc, que se activan durante una fase diferente del desarrollo de la célula germinal
masculina.

Foresta et al. (2001), revisaron la literatura sobre datos publicados para microdeleciones de
Y. Encontrando en general, que la prevalencia de microdeleciones del cromosoma Y fue del 4%
en pacientes oligozoospérmicos, 14% en hombres con olizoospermia severa idiopatica, 11% en
hombres azoospérmicos, y 18% en azoospérmicos idiopaticos. Los autores notaron que los
criterios de seleccion de los pacientes aparentemente influenciaron substancialmente la
prevalencia de las microdeleciones. Por otra parte no encontraron una clara correlacion entre el
tamafio, la localizacion de las deleciones y el fenotipo testicular, pero las deleciones mas
grandes fueron asociadas con el dafio testicular mas severo.

Foresta et al. (2005) propusieron que hombres infértiles pueden tener mayor probabilidad
de presentar anormalidades genéticas en comparacion con hombres fértiles. En este reporte
estudiaron 750 hombres con oligozoospermia severa que eran candidatos para inyeccion
intracitoplasmica de esperma (ICSI) y 303 hombres fértiles. Analizaron el cariotipo de sangre
periférica, el brazo largo del cromosoma Y para deteccion de microdeleciones en AZF,
mutaciones en el gen de la fibrosis quistica (CFTR) y en el gen del receptor de androgenos (AR).
Se descubrieron un total de 104 anormalidades genéticas, correspondiendo a una frecuencia del
13.9%. Aberraciones cromosdmicas estuvieron presentes en el 5.6% de hombres infértiles y
solamente en el 0.3% de controles, la mayoria de estos casos fueron alteraciones de los
cromosomas sexuales. Las microdeleciones de Yq estuvieron presentes en el 6.0% de hombres
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infértiles y la mayor frecuencia estuvo relacionada con la region AZFc, mientras que en ninguno
de los controles se encontraron estas ultimas. Las mutaciones en CFTR fueron diagnosticadas en
el 1.2% de hombres infértiles y el 1.0% de controles, y las mutaciones en 4R fueron encontradas
en el 1.1% de hombres infértiles y ninguno de los 188 controles.

Posteriormente, durante un periodo de 10 afios, Ferlin et al. (2007) estudiaron a 3,073
hombres infértiles italianos, de los cuales 625 tenian azoospermia no obstructiva y 1,372 tenia
oligospermia severa, e identificaron microdeleciones del Y en 99 individuos. La prevalencia de
microdeleciones fue del 3.2% en hombres infértiles no seleccionados, el 8.3% en hombres con
azoospermia no obstructiva, y el 5.5% en hombres con oligozoospermia severa. La mayoria de
las deleciones eran del subtipo AZFc b2/b4 y estuvieron asociadas con un fenotipo testicular
variable, con espermatozoides presente en el 72% de los casos. Las deleciones completas de
AZFa y AZFb (P5/proximal P1) estuvieron asociadas con el sindrome de solo células de Sertoli
y alteraciones en la maduracion de los espermatocitos, respectivamente. Mientras que deleciones
parciales en estas regiones fueron asociadas a un fenotipo menos grave y frecuentemente a la
presencia de esperma. No se encontrd ninguna microdelecion de Yq fue en hombres con mas de
5 millones de espermatozoides/mL o en 310 controles.

Actualmente ya existen experiencias importantes a nivel mundial sobre la deteccion de
clinica de microdeleciones del cromosoma Y, como es el caso de experiencias multicéntricas en
Alemania (Simoni ef al., 2008) y Francia (Aknin-Seifer et al., 2004).

La frecuencia de alteraciones por region especificas de AZF se muestra en la Figura 1. Las
aberraciones mas comunes son las deleciones en la region AZFc que producen un fenotipo
testicular variable y como segundo las de AZFb, siendo las mas raras las que involucran la
deleciones de varias zonas de AZF simultdneamente.

2%

AZFa
7 AZFb
W AZFc
# AZFa+b
B AZFb+c
# AZFa+b+c

Figura 1. Prevalencia de microdeleciones en la region AZF.
Tomado de: Massart et al. 2012
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Los tipos de microdeleciones del cromosoma Y y las familias de genes asociados a la
region AZF se muestran en la Figura 2 y se resumen en la Tabla 1.
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Figura 2. Region AZF con el tipo de microdeleciones, su nomenclatura, tamaiio y familias de
genes asociados.
Tomado de: Navarro-Costa, 2012

Region AZFa

La regiéon AZFa es la porcion mas pequena de AZF y corresponden aproximadamente a
792kb de DNA vy fue secuenciada completamente en 1999. Es la porcion proximal del intervalo
5, y corresponden a la localizacion cromosomica ~12.9-13.7 Mb. Esta region esta caracterizada,
a diferencia de la region AZFb o AZFc, de una estructura sin palindromes, de una baja
frecuencia de deleciones y de DNA de una sola copia. La region esta flaqueada por dos
elementos de retrovirus endogenos (human endogenous retrovirus: HERV), abarcando
aproximadamente 10kb y demostrando identidad de secuencia aproximada de 94% que potencia
la ocurrencia de rearreglos mediados por los HERV. De acuerdo a esto la delecion completa de
AZFa es el resultado de la recombinacion homoéloga no alélica entre los dos elementos HERV
(Navarro-Costa et al., 2010).

La region AZFa contiene dos genes expresados de forma constitutiva con homologos en el
cromosoma X que escapan a la inactivacion: USP9Y (ubiquitin specific peptidase 9) y DDX3Y
(box polypeptide 2, Y linked). El gen DDX3Y (OMIM #400010) es un gen de copia Unica y
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pertenece a la familia de las helicasas de RNA dependientes de ATP con el motivo DEAD box.
Esta familia codifica para proteinas que regulan la transcripcion, translacion y empalme del RNA
durante la fase G1 del ciclo celular. El homoélogo en el X, DDX3X, con 91.7% de identidad se
expresa constitutivamente con niveles maximos en el testiculo. Se considera que DDX3Y es una
especializacion para las funciones en las etapas premeiodticas de desarrollo germinal (Acosta-
Navarro et al., 2010).

El gen USPY9 (OMIM #400005) codifica una proteasa de ubiquitina, perteneciente
especificamente a la familia de las peptidasas de cisteina C19. Tiene un 91% de identidad con su
homologo en el X (USP9X) lo que sugiere roles semejantes. La expresion de USPY9 esta
restringidas a las espermdtides en la linea germinal masculina. La evidencia actual es
inconsistente sobre la funcion de USPY9 sobre la espermatogénesis ya que aparentemente no es
esencial para fertilidad masculina, pero mutaciones puntuales pueden estar asociadas a un arresto
espermatico, oligozoospermia y astenozoopsermia (Hamada et al., 2013). Tomando en cuenta
esto se cree que DDX3Y es el determinante central del fenotipo testicular generado por las
deleciones en AZFa.

La delecion completa de AZFa siempre estd asociada con el Sindrome de solo células de
Sertoli (Tabla 1) y es un evento raro correspondiendo a menos de 5% de las deleciones de AZF
(Figura 1). Pero se estima que cerca del 95% de los casos de Sindrome de solo células de Sertoli
estan causados por la delecion en AZFa (Hamada et al. 2013).

Region AZFb

Actualmente se sabe que la region AZFb tiene un sobrelapamiento con la region AZFc, ya
que la porcion distal de AZFb forma parte de AZFc (Figura 2), la regién en su conjunto
corresponde a aproximadamente 6.23 Mb y se encuentran en la region 18.1-24.7 Mb del
cromosoma Y. Contiene tres genes de copia Unica, un arreglo de un satélite repetido DYZ19 y 14
amplicones multicopia. (Navarro-Costa et al., 2010).

Las unidades de transcripcion de secuencia tnica son 5 (Figura 2): KDM5D [lysine (K)-
specific demethylase 5D], EIFIAY (eukaryotic translation initiation factor 1A,Y linked),
RPS4Y?2 (ribosomal protein S4, Y linked 2), TXLNG2P (taxilin gamma 2, pseudogene) y el
CYORF15B (Chromosome open reading frame 15b), estos genes aiin no se estudian ampliamente
y no se sabe si tienen una funcién directa con la espermatogénesis. Esta region contiene también
7 familias de genes multicopia (Figura 2): XKRY (XK, Kell blood group complex subunit-
related, Y-linked), HSFY (heat shock transcription factor, Y-linked), RBMYI1Al (RNA binding
motif protein, Y-linked, family 1, member Al), PRY (PTPNI13-like, Y-linked) CDY
(chromodomain protein, Y-linked), BPY2 (basic charge, Y-linked, 2), y DAZ (deleted in
azoospermia). Varios de estos genes también se localizan en la region AZFc. (Navarro-Costa et
al.,2010)

Dos genes codificantes de proteinas son considerados primarios en la funcion exclusiva de
la region AZFb en la espermatogénesis: el gen RBMYIAI (OMIM# 400006) y el gen PRY
(OMIM# 400019). Seis copias de RBMYIAI se localizan en la porcion distal de AZFb y solo se
expresan en células germinales, el gen se transcribe en 4 tipos de RNA especificos en los
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testiculos que se relacionan con el procesamiento de mRNA, transporte y empalme. Debido a su
proximidad con AZFc, ciertas deleciones de AZFc (Figura 2 y Tabla 1) eliminan varias copias de
RBMYIAI. Dos copias de PRY estan localizadas en la region AZFb y aparentemente regulan la
apoptosis. Se ha observado hipoespermatogénesis, manifestada como una oligoastenozoospermia
en un paciente que tenia deletados todos los genes de AZFb excepto RBMYIAI y PRY (Shi et al.,
2011) Contrariamente cuando estan deletados RBMYIAI y PRY la espermatogénesis se
encuentra completamente arrestada (Hamada et al., 2013)

El fenotipo testicular de las mutaciones completas de AZFb es de pacientes azoospérmicos
con un arresto en la maduracion de las células germinales (Tabla 1). Este arresto ocurre en la
etapa de espermatocito/espermatide, pero en algunos casos raros se ha reportado que se puede
completar la espermatogénesis en algunos tibulos. Por tanto la posibilidad de encontrar

espermatozoides en los testiculos de estos pacientes es extremadamente remota (Navarro-Costa,
2012).

Region AZFc

La regiéon AZFc es uno de los dominios mas interesantes del genoma humano, ya que
muestra una complejidad estructural y funcional que solo es comparable con el complejo mayor
de histocompatibilidad en el cromosoma 6. La secuenciacion de esta region implicd un esfuerzo
monumental y requiri6 el desarrollo de nuevas técnicas analiticas. Esta region esta compuesta
exclusivamente por amplicones, de alta homologia intrafamiliar, lo que hace que sea un sustrato
para rearreglos estructurales a larga escala en AZFc (deleciones, duplicaciones e inversiones)
(Navarro-Costa et al., 2010).

Aproximadamente el 95% de esta region corresponde a familias de amplicones (Figura 2).
La region contiene un palindrome grande (P1) y uno mas pequeiio (P2), asi como un segmento
b2-u3-gl. Siete familias de genes distintas incluyendo 23 genes se encuentran en la region AZFc
(Figura 2), asi como un arreglo extensivo de pseudogenes. Estas familias incluyen a PRY (2
copias), TTTY (8 copias), BPY (3 copias), DAZ (4 copias), GOLGA2LY: golgi autoantigen, golgin
subfamily a, 2-like Y linked (2 copias), CSPG4LYP]: chondroitin sulfate proteoglucan 4-like, Y-
linked peudogene 1 (2 copias) y CDY (dos copias) (Hadama et al., 2013).

Entre los genes codificantes de proteinas mas importantes se encuentran CDY/ (OMIM#
400016) y CDY2 (OMIM# 400018) que pertenecen a la familia de proteinas con cromodominio
y su funcion esté relacionada con la acetilacion de histonas para modificacion de cromatina. Sin
embargo cuando estan deletados aparentemente no hay alteraciones en el nivel de
hiperacetilacion de las espermatides en desarrollo en comparacion con hombres con
hipoespermatogénesis ya que otras copias, incluidas las de los autosomas lo compensan. Su
funcion mas relevante es en la etapa de remplazo de histonas a protaminas en los ntcleos de las
espermatides (Hamada et al., 2013).

Los genes DAZ (OMIM # 400003) son los protagonistas de la funcién espermatica de
AZFc ya que estan asociados al establecimiento y mantenimiento de la linea germinal masculina.
Otros miembros de esta familia de proteinas de uniéon a RNA son BOLL y DAZL, pero la familia
DAZ solo se encuentra en el cromosoma Y, correspondiendo a 4 copias DAZI a DAZ4, esto
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genera que existan variaciones en el niimero de copias entre cromosomas Y deletados y no
deletados. Estos genes codifican para 4 isoformas de proteinas que se expresan a nivel testicular
en las espermatogonias, su formacion aparente es orquestar el programa espermatogénico a
través de regulacion de la traduccion de RNA (Navarro-Costa, 2010)

Las deleciones completas de AZFc denominadas b2/b4 (Figura 2) ocurren por
recombinacion entre los amplicones b2 y b4 de la parte distal de P3 y P1. Esta delecion impacta
en aproximadamente 3.5 Mb de la secuencia del Y y remueve todas las copias de DAZ, BPY2 y
reduce el numero de copias de CDY. El fenotipo clinico variable de estas deleciones deja claro
que existen una intricada regulacion de los determinante genéticos de AZFc (Navarro-Costa,
2012).

Los hombres con microdeleciones completas AZFc tienen un fenotipo variable seminal y
testicular, en los que los niveles de produccion espermatica varian de azoospermia a
oligozoospermia severa (que raramente excede un millén de espermas por mL). Sin embargo la
presencia de espermatozoides en el eyaculado es algo frecuente (en 50-60% de los casos). La
concepcion natural es extremadamente rara debido a la baja cuenta espermatica. Este tipo de
mutaciones corresponden a cerca del 60% de los pacientes con una microdelecion del
cromosoma Y (Figura 1), lo que corresponde a cerca de 1 en 4,000 hombres (Navarro-Costa et
al., 2010). Estas deleciones explican 12% de los casos con azoospermia no obstructiva y 6% de
los casos con oligozoospermia severa (Hadama et al., 2013).

Microdeleciones “parciales” del cromosoma Y.

Las principales deleciones “parciales” descritas en AZFc se denominan gr/gr, b1/b3 y
b2/b3 (Figura 2). La delecion gr/gr (Figura 2) remueve aproximadamente la mitad de la region
AZFc (1.6 Mb). La delecion b1/b3 remueve la region proximal de AZFc, incluyendo 2 de las seis
copias de RBMYIA1I, las dos copias funcionales de PRY, una de las tres copias de BPY2 y dos de
las cuatro copias de DAZ, a pesar de esto se han encontrado deleciones de 1.8 Mb en individuos
fértiles normozoospérmicos. Finalmente la delecién b2/b3 (Figura 2) remueve cerca de la mitad
del region AZFc (1.8 Mb), que corresponde a 12 genes, incluyendo 2 copias de DAZ y dos copias
de BPY (Hamada et al., 2013).

Estas variantes generadas por la estructura repetitiva del cromosoma Y a nivel de la region
AZFc (Figura 2) contintan siendo altamente estudiadas y discutidas, con el objetivo de
determinar su contribucion a la infertilidad masculina. Las mas reportadas son las deleciones
gr/gr (Figura 1 y Tabla 1), que su rol en falla testicular, especialmente oligozoospermia es
controversial ya que esta variante también se encuentra en pacientes sin alteraciones testiculares
y prevalencia mas elevadas en los pacientes con falla testicular no ha podido ser replicada en
todas las poblaciones estudiadas. No obstante un metanalisis reciente de mas de 6,000 casos y
mas de 6,000 controles indica una asociacioén estadisticamente significativa de las deleciones
gr/gr con infertilidad masculina con un grado moderado de heterogeneidad (Stouffs et al., 2011).

Las del tipo b1/b3 no han sido fuertemente asociadas a alteraciones espermaticas (Eloualid
et al., 2012, Hamada et al., 2013). Recientemente las del tipo b2/b3 (Tabla 1) han sido
claramente asociadas a pacientes con falla testicular (Eloualid et al., 2012).
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Tabla 1. Tipos de microdeleciones del Y mas frecuentes

Tipo de Fenotipo en la linea Familia de genes Mecanismo responsable
microdelecion germinal afectados
AZFa Ausencia completa de USP9Yy DDX3Y Recombinaciéon homdloga
células germinales en intracromosdmica por las
los testiculos regiones HERV.
AZFb (P5/proximal Arresto en la XKRY, CDY, HSFY, Recombinacion homoéloga

P1 deletion

maduracion de
practicamente todas las
células germinales en
desarrollo

KDM5D, EIF1AY,
RPS4Y2, RBMYIAI,
PRY, BPY2 y DAZ

intracromosdmica entre los
dominios proximales de los
palindromes P5 y P1.
Una minoria de las deleciones
son causadas por mecanismo de
recombinacién no-homologa

AZFb+c Arresto en la Los mismos que en Recombinacion homodloga

(P5/distal P1 maduracion de la delecion AZFb. intracromosomica entre los

deletion) practicamente todas las Pero las familias dominios proximales de los

células germinales en BPY2y DAZ se palindromes P5 y P1.
desarrollo remueven Una minoria de las deleciones
completamente son causadas por mecanismo de
recombinacién no-homologa

AZFc (b2/b4 Produccion espermatica | BPY2, DAZy CDY Recombinacion homoéloga

deletion) severamente intracromosomica entre los
disminuida por una amplicones b2 y b4 localizados

mezcla de atrofia de en la parte distal de los
células germinales en el palindromes P3 y P1
testiculo respectivamente

gr/gr Probable factor de Los mismos que en Recombinacion homoéloga

(partial AZFc) riesgo para alteraciones las delecion de intracromosdmica entre los
espermaticsa en AZFc, pero las tres | amplicones verde y rojo (Figura

poblaciones asiaticas y | familias de genes no 2) de la region AZFc.
europeas son eliminadas
completamente

b2/b3 Factor de riesgo para | Falla espermatica no | Recombinacion homologa en un
(partial AZFc¢) alteraciones claramente descrita dominio AZFb/c invertido. La

espermaticas en
poblacion asiatica. Este
riesgo puede estar
asociada al presencia de
duplicaciones en AZFc

aun.

identidad de los amplicones
involucrados en la inversion
varia dependiendo del tipo de
inversion.

Modificado de: Navarro-Costa, 2012

Impacto de las microdeleciones del Y sobre la aplicacion de las técnicas de reproduccion

asistida.
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A nivel testicular se saben cudles son los efectos del tipo de microdelecion del cromosoma
Y, como se describid6 previamente. Sin embargo, poco se sabe sobre las caracteristicas
morfolégicas o funcionales en los espermatozoides de estos pacientes, se ha reportado
ocasionalmente la presencia de microdeleciones del Y en DNA espermaético en algunos casos de
teratozoopermia (Choi et al., 2004; Hellani et al., 2005; van Golde et al. 2001). A nivel
hormonal y clinico en algunas poblaciones, como la de origen chino se ha reportado un
incremento mayor en el niveles de FSH y volumen testicular menor en los pacientes

oligozoospérmicos severos/azoospérmicos que tienen microdeleciones del Y (Chiang et al.,
2004)

En reportes previos no se habia considerado un desarrollo embrionario disminuido al
utilizar espermatozoides de pacientes de microdeleciones del Y en técnicas complejas de
reproduccion asistida (Kihaile et al., 2004) Recientemente se ha descrito que los pacientes con
microdeleciones del Y presenta un porcentaje elevado de anormalidades cromosdmicas
numéricas detectadas por FISH en espermatozoides, en comparacidon con pacientes
oligozoospérmicos sin microdeleciones del Y (Mateu et al., 2010). Al usar estos
espermatozoides en los embriones no se encontraron diferencias la fertilizacion o el desarrollo
embrionario, excepto en la formacion de blastocitos y en el porcentaje de embriones con
monosomia del cromosoma X (Mateu et. al. 2010).

Lineamientos para el diagndstico de las microdeleciones del cromosoma Y.

Existen lineamientos de laboratorio especificos emitidos por el European Molecular
Quality Network (EMQN) y la European Academy of Andrology (EAA), sobre las implicaciones
del diagnostico molecular de las microdeleciones del Y, los marcadores (STSs) y la metodologia
que se deben emplear. Estas metodologias fueron determinadas en base al conocimiento del
mecanismo de produccion de las microdeleciones (Simoni et al., 2004).

1 2.3 4 88 Multiplex A:

Multiplex B:
ZFY : 495 bp ZFY : 495 bp
SRY : 472 bp SRY 1 472 bp
sY254 : 400 bp (AZFc) sY84 : 326 bp (AZFa)
sY86 : 320 bp (AZFa) sY134 : 301 bp (AZFb)
sY127 : 274 bp (AZFb) sY255 : 126 bp (AZFc)

Figura 3. Ejemplos de reacciones multiplex segtn los lineamientos de la EEA/EMQN demostrando
los STS empleados. En ambas multiplex, carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: agua, carril 3:
DNA de mujer, carril 4: DNA de un hombre normal, carril 5: DNA de un paciente con delecién AZFb
(P5/proximal P1), carril 6: DNA de un paciente con delecidon AZFc (b2/b4).

Tomado de: Simoni et al. 2004
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Los expressed sequence tags (STSs) que deben ser utilizados son para la zona AZFa son:
sY84, SY86, para la zona AZFb: sY127, sY134 y para la zona AZFc: sY254, sY255 (Figura3 y
4), que en general detectan 95% de las mutaciones de relevancia clinica (Simoni ef al. 2004).

El diagnostico a nivel de laboratorio se lleva a cabo realizando dos PCR multiplex (Figura
3) que contiene dos STS de control (uno localizado en cromosomas X y Y: ZFY y el otro
especifico del cromosoma Y: SRY). En cada reaccidon se analizan 3 marcadores STS de los 6
recomendados (Figura 3). Esta técnica es robusta y relativamente sencilla, ya que el diagndstico
se basa en la presencia o ausencia del marcador. Debido a que los hombres al tener solo un
cromosoma Y, las deleciones llevan a un fallo en la amplificacion del STS en la PCR y permiten
detectar la presencia de microdeleciones (Simoni et al., 2004).

Pseudoautosomal

region 1

SRY

ZFY
l B

AZFa AZFa
sY84, sY86 = === ﬁﬂﬁﬁ
i

AZFb
sY127, sY134
sY254, Y255
sY254, sY255
sY254, Y255
sY254, sY255 AZFo

- 08 62 77 7.0 35 Size(Mb)

Pseudoautosomal
region 2
Figura 4. Marcadores empleados para el diagndstico de las microdeleciones del cromosoma
Y segun la EEA/EMQN. Se muestran la localizacién en AZFc y el tipo de microdelecion.
Tomado de: Simoni et al. 2004
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Los laboratorios que se dediquen al diagnostico molecular de microdeleciones del
cromosoma Y en un contexto clinico deben seguir estos lineamientos, lo que permite ser certeros
en el diagndstico integral y en el consecuente asesoramiento genético.

Estudios genéticos en hombres infértiles mexicanos.

Las variantes genéticas asociadas a infertilidad masculina en pacientes mexicanos ha sido
revisadas recientemente (Pifia-Aguilar et al. 2013). Los estudios reportados incluyen estudios
citogenéticos, de microdeleciones del Y y del numero de repetidos CAG en el receptor de
androgenos y se resumen en la Tabla 2.

Se tienen reportes del estudio cromosémico de hombres infértiles en México desde los
afios 80 (Tabla 2). Rivas et al. (1987) en Guadalajara estudiaron a 163 pacientes azoospérmicos
encontrando alteraciones cromosomicas en 23.3% (38/163) de los pacientes estudiados, siendo
la alteracion mas frecuente el cariotipo: 47,XXY (31/38), seguido de otras alteraciones que
involucraban principalmente cromosomas sexuales: varon 46,XX; 46,X,del(Y)(ql1); 46,X,1(Y);
46,XY,inv(1)(p35921.3)mat; y 46,Y,t(X;3)(q26;q13.2)mat. (Rivas et al., 1987). En otros
reportes mas recientes, en el norte del pais, Cortes-Gutiérrez et al. (2004) estudiaron 326
hombres infértiles (204 con oligozoospermia, 87 con azoospermia y 35 con normozoospermia)
encontrando alteraciones cromosémicas en cinco pacientes con oligozoospemia [dos pacientes:
47,XXY, dos pacientes: 47,XY,inv(14) y uno 46,XY,t(16p;lp)] y dos con azoospermia
[46,XY,t(5q;q14) y 45XY,t(13q;14q)]. También se encontrdé un incremento en los
polimorfismos de la heterocromatina y de los satélites en oligozoospérmicos y azoospérmicos
respecto  a normozoospérmicos. Siendo para la heterocromatina del 13.7% en los
oligozoospérmicos, 21.8% en los azoospérmicos y de 5.7% en los normales. En el incremento de
tamano de satélites fue de 7.3% en oligozoospérmicos, 8% en los azoospérmicos mientras que
solo de 2.8% en los normales (Cortés-Gutiérrez et al., 2004). Posteriormente, Meza-Espinoza et
al. (2006) estudiaron 227 pacientes azoospérmicos, encontrando que 18.9% (43 casos)
presentaban un cariotipo anormal, siendo el mas frecuente 47,XXY en 35 sujetos (que
corresponden al 15.4% del total de estudiados) y en 6 casos se encontraron alteraciones
estructurales: 2 translocaciones Robertsonianas [(45,XY,t(13;22)(p11;pll) y
(45, XY,t(13;15)(p11;pl1)] y tres mosaicos que involucraban cromosomas sexuales
[mos45,X/46,X,idic(Y)(ql1)] (Meza-Espinoza et al. 2006).

Otro grupo estudi6 pacientes con oligozoospermia severa y azoospermia que acudieron a
clinica de infertilidad en blisqueda de tratamiento con técnicas de reproduccion asistida de alta
complejidad y se encontrdé que 11% (9/82) presentaban alteraciones cromosdémicas (Martinez-
Garza et al.,, 2008). Ocho de las nueve aberraciones fueron detectadas en los pacientes
azoospérmicos, siendo 5 pacientes 47,XXY , uno 47,XYY; uno 46,XY,Yq- y otro 46,XY,
inv(9). Solo un paciente con oligozoospermia severa presentaba cariotipo anormal:46,XY,
t(1;15)Lq(12;925) (Martinez-Garza et al., 2008). Otro estudio realizado parejas infértiles
provenientes del centro del pais, encontrd que en el grupo de pacientes con falla reproductiva por
factor masculino severo un cariotipo alterado en 34 (14.8%) de los hombres (Romero-Tovar et
al., 2009). La presencia de alteraciones cromosomicas es sin duda la variante més estudiada en
hombres mexicanos infértiles.
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Pese los reportes previos a nivel global, la prevalencia de microdeleciones del
cromosoma Y en México es pobremente estudiada. En nuestro pais existen varios laboratorios
asociados a clinicas de reproduccion asistida, principalmente privados, que ofrecen el estudio de
las microdeleciones del cromosoma Y como parte del estudio del hombre infértil; pero
lamentablemente solamente existe un articulo ha detallado la presencia de alteraciones
cromosdmicas en pacientes con infertilidad de causa masculina (Martinez-Garza et al., 2008) y
otro en hombres de parejas con aborto recurrente (Pina-Aguilar et al., 2012). Martinez-Garza et
al. (2008) analizaron 82 pacientes infértiles con oligozoospermia y azoospermia, encontrando
que 11% presentaban alteraciones cromosomicas y 12.2% microdeleciones del cromosoma Y.
Estas ultimas presentandose en 12% de los pacientes azoospérmicos y 14.3% de los pacientes
con oligozoospermia severa. Hasta ahora no se conocen la prevalencia de estas microdeleciones
parciales (gr/gr) y b2/b3 en poblacién mexicana.

En lo que respecta a la azoospermia obstructiva. El estudio de la patogenia molecular de
la fibrosis quistica en nuestro pais ha reportado la presencia de 46 mutaciones diferentes y se ha
propuesto que México es uno de los paises con un espectro amplio de mutaciones de CTFR
comparado a lo reportado a nivel mundial. (Chavez-Saldafa et al., 2010). Especificamente en el
caso de la ausencia congénita de vasos deferentes, recientemente se reportd el estudio de 16
pacientes con CAVD y 33 casos de pacientes con azoospermia idiopatica, encontrando las
mutaciones: p.F508del, p.G85E, p.D1152H y p.W1089* en 3 pacientes con CBAVD (18.8%) y
concluyendo que el polimorfismo IVS8-Tn no esta involucrado en la etiologia de CBAVD en
poblacién mexicana (Saldafia-Alvarez et al. 2012). En los pacientes con azoospermia estudiados
no se encontré ninguna de las 9 mutaciones de CTFR analizadas. (Saldafia-Alvarez et al. 2012)
Otro reporte previo tampoco encontrd ninguna de las 35 mutaciones estudiadas del gen de
fibrosis quistica ni el polimorfismo IVS8-Tn en pacientes azoospérmicos (Martinez-Garza et al.,
2008).

El estudio original (La Spada ef al., 1991) que exploro la etiologia de la enfermedad de
Kennedy utilizando analisis de ligamiento, incluy6 una familia mexicana y encontrd al gen AR
como candidato. Martinez-Garza et al. (2008) estudiaron el numero de repetidos del exon 1 del
AR en pacientes mexicanos con oligozoospermia y azoospermia, encontrando que no existian
diferencias en el nimero de CAG respecto a los controles, siendo 20 el promedio del nimero de
repetidos para la poblacion estudiada. También se ha publicado un resumen con la descripcion de
una familia mexicana afectada con enfermedad de Kennedy con 8 varones afectados, que
presentaron 52 repetidos de CAG en el receptor de androgenos (Monarres-Alvarado et al., 2006)
(Tabla 2).
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I1. Planteamiento del problema

El Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE es el centro de referencia a
nivel nacional para todos los derechohabientes con infertilidad que requieren un procedimiento
de reproduccion asistida de alta complejidad como parte de su tratamiento.

Como parte de un protocolo integral de manejo, todas las parejas infértiles referidas al
Servicio de Reproducciéon son valoradas por el Servicio de Genética. Es por ello que
considerando que aproximadamente el 50% de las parejas tienen una causa masculina de
infertilidad, es importante conocer las caracteristicas clinicas, seminales, hormonales y genéticas
de los hombres infértiles con alteraciones espermaticas, la causa mas importante de infertilidad
masculina.

Hasta ahora la evaluacion genética en nuestro Centro Médico solo habia incluido el
cariotipo en sangre periférica. A través del presente estudio se plantea conocer las caracteristicas
a varios niveles de los hombres azoospérmicos/oligozoospérmicos y ampliar su estudio genético
para incluir las microdeleciones del cromosoma Y, estudio que no se dispone a nivel
institucional.

La incorporacion de estas técnicas en el contexto puede permitir un asesoramiento genético
mas adecuado ya que en el Servicio de Reproduccion se realizan procedimientos como inyeccion
intracitoplasmica de esperma con biopsia testicular que implica un riesgo incrementando de
transmision de alteraciones genéticas.
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II1. Justificacion

Las alteraciones cromosomicas, son una de las causas que explica aproximadamente el
20% de los casos de infertilidad masculina. Su estudio es indispensable para poder dar un
asesoramiento genético y un pronostico reproductivo adecuado. Por lo que detectar la presencia
de alteraciones cromosOdmicas en pacientes masculinos infértiles es una practica obligada en el
estudio del hombre infértil. En el presente estudio se planted conocer la presencia de dichas
alteraciones en la poblacion de pacientes infértiles que se atienden en el Centro Médico Nacional
“20 de Noviembre” del ISSSTE vy las caracteristicas clinicas o seminales/testiculares presentes en
estos.

Las microdeleciones del cromosoma Y, son las segunda causa genética de infertilidad
masculina. Se considera que estan presentes en 15% de los pacientes con azoospermia y 5% de
los pacientes con oligozoospermia severa. Normalmente los pacientes con microdeleciones del
cromosoma Y son infértiles, sin embargo el advenimiento de técnicas de reproduccion asistida
(como la fertilizacion in vitro y el ICSI) puede permitir que estos pacientes tengan descendencia.
Desde la perspectiva genética esto es un riesgo importante para la descendencia, ya que el padre
portador de una microdelecion del cromosoma Y la transferiria al 100% de sus hijos varones, los
cuales seran infértiles también. Es por ello que el presente estudio permitio implementar el
diagnostico molecular de las microdeleciones del cromosoma Y en nuestro Centro y beneficiara
en un futuro directamente a los pacientes que se someten a técnicas de reproduccion asistida por
causa masculina.

En conjunto este estudio repercute directamente en el tratamiento de los pacientes con
infertilidad que son derechohabientes del ISSSTE y convierte al Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre” en pionero en el pais en la aplicacion de técnicas de diagndstico molecular completo
para pacientes con infertilidad masculina.
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IV. Objetivos
Objetivo general

Describir las alteraciones genéticas (cromosomicas y microdeleciones del cromosoma Y),
caracteristicas clinicas y seminales en pacientes infértiles azoospérmicos no obstructivos y
oligozoospérmicos atendidos en el ISSSTE, con el fin de poder brindar en un futuro un
tratamiento y asesoramiento genético mas adecuado.

Objetivos especificos.

a) Estandarizar la reaccion en cadena de la polimerasa multiplex para la deteccion de
microdeleciones del cromosoma Y usando los lineamientos de la European Academy of
Andrology/European Molecular Quality Network.

b) Obtener la informacion necesaria para el estudio como es historia clinica completa,
evaluacion clinica y estudios de laboratorio (incluyendo cariotipo con bandas G) a los pacientes
seleccionados.

c) Describir las caracteristicas presentes entre pacientes infértiles con alteraciones en
cariotipo y con microdeleciones del Y, asi como caracteristicas clinicas y seminales/testiculares
(fenotipo testicular, caracteristicas espermaticas).
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V. Material y Métodos
Diserio del estudio.

El presente estudio es un estudio descriptivo del tipo de series de casos, donde se
incluyeron a los pacientes consecutivos enviados por oligozoospermia y azoospermia al Centro
Meédico Nacional “20 de Noviembre” manejados por el Servicio de Reproduccion Humana.

A los hombres dentro del protocolo de manejo de la pareja infértil se les realiza de manera
rutinaria los siguientes estudios que son relevantes para el presente estudio:

a) Examen fisico detallado, incluyendo determinacion de volumen testicular y
caracteristicas sexuales secundarias.

b) Espermatobioscopia directa.

c¢) Determinacion de biometria hematica, quimica sanguinea con perfil de lipidos y perfil
hepatico.

d) Determinacion de panel de anticuerpos contra virus de la hepatitis B y C, virus de la
inmunodeficiencia humana y perfil TORCH.

e) Realizacion de espermocultivo y determinacion de infeccion por Chlamydia y
Mycoplasma.

e) Determinacion de perfil tiroideo.

f) Determinacion de hormonas: FSH, LH, testosterona y prolactina.

g) Ultrasonido testicular

i) En los pacientes azoospérmicos también se realiza una biopsia testicular
diagnostica/terapéutica.

h) Consulta por el servicio de Genética Médica y cariotipo de sangre periférica con bandas
GTG con un nivel de resolucion de por lo menos 450 bandas.

Para propositos de inclusion en el estudio se utilizaron las siguientes definiciones, de
acuerdo a los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud de 1999 (WHO, 2009), para
poder hacerlos comparativos con los resultados publicados previamente en la literatura médica
internacional:

Paciente oligozoospérmico: Paciente con eyaculado con una concentraciéon menor a 20
millones de espermatozoides/mL o con una concentraciéon menor a 40 millones en el eyaculado
total.

Paciente azoospérmico: Paciente con eyaculado sin espermatozoides después de
centrifugado del eyaculado.

Criterios de inclusion.

Pacientes con oligozoospermia o azoospermia confirmada en este Centro Médico de
acuerdo a los criterios mencionados previamente.

El protocolo del presente estudio esta aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del
Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” con nimero de folio 724 y tiene registro ante el
ISSSTE con niimero: 217.2012. Todos los pacientes incluidos en el estudio aceptaron participar
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y firmaron un consentimiento informado (Anexo 1) antes de que se les tomara la muestra de
sangre.

Criterios de exclusion.

Se excluyeron a los pacientes en los que durante la evaluacion se documentaron las
siguientes condiciones:

1. Exposicion a contaminantes ambientales, conocidos que afecten a la reproduccion (entre
los que se encuentran rayos X, pesticidas u organofosforados, metales pesados).

2. Diabetes mellitus.

3. Hepatitis Bo C

4. Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

5. Varicocele importante (grado 3 y 4)

6. Presencia de infeccion por Chlamydia.

7. Cancer testicular u otra patologia oncologia que en su tratamiento incluyera
quimioterapia y/o radioterapia previa.

8. Pacientes con datos que apoyen azoospermia obstructiva.

Criterios de eliminacion.

Se eliminaron pacientes que no completaron el protocolo completo de estudio o que en
cualquier momento no quieran continuar siendo parte del estudio.

Dentro de los pacientes en los que se hayan realizado estos estudios iniciales, se
seleccionaran los pacientes que incorporados en el presente estudio, en quienes se les realizo la
determinacion de microdeleciones del cromosoma Y, usando los criterios validados por la EAA
y el EMQN (Simoni et al., 2004) y cariotipo en sangre periférica usando la técnica de bandas
GTG en quienes no se hubiera realizado previamente como parte de su manejo.

Metodologia para el andlisis de microdeleciones del cromosoma Y.
Técnica de extraccion de DNA de linfocitos de sangre periférica.

El procedimiento de extraccion de DNA se realizé en dos fases, la primera incluyo los
siguientes pasos:

1. Se tomaron 500 pl de sangre total anticoagulada con EDTA y se depositaron en un
microtubo de 1.5 ml

2. Se adicionaron 500 pl de solucion de lisis de eritrocitos (cloruro de amonio, EDTA,
bicarbonato de sodio) y se mezclo en el vortex

3. Se incubd 30 min a 4 grados C

4. Se centrifugo6 a 14,000 rpm por 2 min y se decant6 el sobrenadante

5. Se lavo con 1 ml de solucidon de lisis y se mezclo en el vortex

6. Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 min y se decanto el sobrenadante

7. Se adiciond 1 ml de solucion salina y se mezclo en el vortex.

8. Se centrifugo a 14,000 rpm por 2 min y se decant6 el sobrenadante
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9. Se resuspendio el botén en 570 pl de NaCl 5.0 mM y se mezcld en el vortex.

10. Se adicionaron 40 pl de SDS al 10% v/v y se mezcld en el vortex por 5 min.

11. Se adicionaron 200uL de NaCl saturado y se mezclo en el vortex.

12. Se centrifug6 a 14,000 rpm por 10 min

13. Se recuper¢ la fase liquida.

14. Se adicionaron 600 ul de cloroformo:alcohol isoamilico en proporcion 49:1 y se
mezclo en el vortex por 2 min.

15. Se centrifugo a 14,000 rpm por 6 min

16. Se transfiri6 la fase superior del tubo a un frasco estéril conteniendo 5 ml de etanol
absoluto frio (-20 grados C)

17. Se almaceno toda la noche a -20 grados C dentro del congelador.

La segunda fase del procedimiento incluyo:

1. Tomar con la micropipeta cuidadosamente el DNA flotante dentro del etanol y
transferirlo a un microtubo de 0.5 ml que contiene 400 pl de etanol al 70-75% v/v.

2. Se centrifug6 a 14,000 rpm por 6 min y se decanto el etanol

3. Se dejo secar el DNA dentro del tubo a temperatura ambiente.

4. Posteriormente se resuspendi6 el boton de DNA con agua libre de DNAsas de acuerdo al
tamaio del boton.

Por ultimo se cuantificd la concentracion del DNA por espectrofotometria UV usando un
espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Scientific) y tomando la razéon 260/280 como calidad de

la extraccion del DNA. Adicionalmente la integridad del DNA se verifico en un gel de agarosa al
1%.

Realizacion de la PCR multiplex para deteccion de microdeleciones del cromosoma Y de
acuerdo a los lineamientos de la EAA/EMQN (Simoni et al., 2004).

Las secuencias de oligonucledtido en direccion 5°-3° empleadas en este ensayo son las

siguientes:
ZFY-F ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC
ZFY-R GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
SRY-F GAATATTCCCGCTCTCCGGA
SRY-R GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
sY84F AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT
sY84R GCCTACTACCTGGAGGCTTC
sY86F GTGACACACAGACTATGCTTC
sY86R ACACACAGAGGGACAACCCT
sY127F GGCTCACAAACGAAAAGAAA
sY127R CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
sY134F GTCTGCCTCACCATAAAACG
sY134R ACCACTGCCAAAACTTTCAA
sY254F GGGTGTTACCAGAAGGCAAA
sY254R GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
sY255F GTTACAGGATTCGGCGTGAT
sY255R CTCGTCATGTGCAGCCAC
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Se prepard un stock de oligos a una concentracion de 200uM/ul y posteriormente se
prepararon alicuotas de cada oligos a una concentracion de 2 puM/ul (1 pl del stock + 99 ul de
agua).

Posteriormente se prepararon 2 mezclas de oligonucleotidos al 10x (20 ul de cada alicuota de
oligo a 2 uM/pl, para 20 reacciones), una para cada reaccion multiplex:

Oligos del Mix A:
ZFY F ZFY R
SRY F SRY R
sY254 F s254 R
sY86 F sY86 R
sY127F sY127R
Oligos del Mix B:

ZFY F ZFY R
SRY F SRY R
sY84 F sY84 R
sY184 F sY184 R
sY255 F sY255 R

Los componentes de PCR para la reaccion multiplex A fueron:

Componente 1x 3x

HO 14.2 ul 42.6 ul
Buffer (10x) 2.5 ul (1x) 7.5 pl
MgCl, (50 mM) 1 ul 2mM) 3ul
dNTP’s (10mM) 1 ul (0.2 mM) 3ul
Primers Mix A (2 uM c/u) Sul 15 pl

Taq (5U/ ul) 0.3 (1.50) 0.9 pl
DNA (100ng/ pl) 1 pl -—-
Volumen final 25 ul 24 ul para c/tubo

Los componentes de PCR para la reaccion multiplex B fueron:

Componente 1x 3x

H,O 14.2 pl 42.6 ul
Buffer (10x) 2.5 ul (1x) 7.5 ul
MgCl (50 mM) 1 ul 2mM) 3ul
dNTP’s (10mM) 1 ul (0.2 mM) 3ul
Primers Mix B (2 uM c/u) Sul 15 pul

Taq (5U/ pul) 0.3 (1.5U) 0.9 ul
DNA (100ng/ pl) 1 ul ---
Volumen final 25 ul 24 ul para c/tubo

Como recomiendan los lineamientos de la EAA/EMQN (Simoni et al., 2004) con cada muestra
del paciente a estudiar, se incluyé un control negativo de una mujer con cariotipo 46,XX
corroborado y un control positivo, que corresponde el DNA de un hombre con hijos y cariotipo
en sangre periférica 46,XY.
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El programa para amplificacion de DNA empleado en el termociclador (MyCycler®, Biorad)
se muestra en la Figura 5.

95°C | 94°C
15’ 307 72°C | 72°C'
57°C 60" 10°
90"’
4°C
35 CICLOS a

Figura 5. Programa de amplificacidn utilizado en las dos reacciones de PCR

Para la visualizacion de los amplicones, se prepararon geles de agarosa al 3% w/v (uno
para cada multiplex) empleado 40 mL de buffer TAE al 0.5x v/v (Promega) + 1.2 g de agarosa
grado biologia molecular (Promega).

En el primer pozo de cada gel se colocod 1 pl de marcador de peso molecular de 100pb (100
bp DNA Ladder, Invitrogen) + 2 ul del buffer de carga.

En el pozo 2 se coloco 3 pul del blanco + 2 pl de buffer de carga y en los pozos 3 y 4, de cada
gel (uno para multiplex A y otro para la B) se coloca 5 ul de la PCR de los controles negativo y
positivo + 2 ul de buffer de carga.

Se corrid la electroforesis a 60 volts durante 3 horas. Posteriormente se observo la
amplificacion de cada uno de los STSs del cromosoma Y en el transiluminador de rayos UV.

Los resultados de amplificacion/ausencia de STS se interpretaron de acuerdo a los
lineamientos de la EEA/EMQN (Figuras 3 y 4)
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VI. Resultados
Estandarizacion del andlisis de las microdeleciones del cromosomas Y.

Un resultado representativo posterior a la estandarizacion de las condiciones de PCR en el
laboratorio para la busqueda de microdeleciones se muestra en la Figura 6.

PMBco C- C+ PM Bco C- C+

ZFY
600 pb zry 600 pb SRY
p SRY
Y84
sY254 v134
sY86 300 pb
300 pb Y127 P sY255
100 pb
100 pb
MULTIPLEX A MULTIPLEX B

Figura 6. Estudio de microdeleciones segun la EAA/EMQN en un control sano después de la
estandarizacion de las condiciones de PCR. Bco: Muestra sin DNA, C-: Una mujer como control
negativo y C+: Un hombre fértil control positivo.

Pacientes incluidos en el estudio.

Todos los pacientes que durante su manejo por el Servicio de Biologia de la Reproduccion
en el hospital presentaban espermocultivo positivo, recibieron tratamiento antibidtico y solo
fueron elegibles para el estudio si 4 meses después del tratamiento en el seminograma mantenian
la alteracion en la concentracidon espermatica.

Dentro del presente estudio han sido elegibles 23 pacientes, de los que 4 de ellos fueron
eliminados: 3 porque al repetir el seminograma en nuestro hospital no presentaron
oligozoospermia y solamente teratozoospermia o astenozoospermia.

El ultimo paciente eliminado del protocolo es un paciente de 31 afios en manejo por
infertilidad y azoospermia, quien tenia antecedente de criptorquidia bilateral, con orquidopexia
izquierda y orquiectomia derecha en la infancia. A los 23 afios se le habia realizado una biopsia
testicular con estudio histopatologico que reportaba tibulos seminiferos con engrosamiento de la
membrana basal, presencia de espermatogénesis normal en el 100% de los tabulos. A los 26
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afios se realiza ciclo de ICSI con biopsia testicular encontrando espermatozoides sin movilidad
en el laboratorio de embriologia, que se utilizaron para ICSI, obteniendo fertilizacion y
desarrollo embrionario culminando en el nacimiento de una nifia, actualmente sana. Por lo que
este caso se podria tratar de un proceso obstructivo o un dafio testicular por el antecedente de
orquidopexia, eliminandose del estudio.

El 21% de los pacientes (4) tenian infertilidad secundaria todos con un oligozoospermia
severa y solo uno con moderada. Esto es un hallazgo interesante ya que se esperaria infertilidad
primaria en la mayoria de los casos.

Calidad seminal.

De los 19 pacientes incluidos en el estudio 5 pacientes tenian azoospermia (26%), un
paciente presentaba criptozoospermia (5%) y 13 pacientes (68%) correspondieron a
oligozoospermia. Aunque se empled el criterio de 1999 de la OMS de 20 millones/mL (WHO,
2009) como criterio de inclusion todos los pacientes estudiados presentaron <15 millones que
corresponde al criterio actual de la OMS (WHO, 2010). En la Tabla 3 se muestran los valores
seminales de los pacientes y su diagndstico seminal. Adicionalmente en cuatro pacientes
(pacientes 3, 4, 15 y 22) presentaron hipoespermia de acuerdo a los criterios de la OMS, siendo
en el paciente 4 muy marcada con volumen de 0.2 mL.

Tabla 3. Edad, tipo de infertilidad y caracteristicas seminales de los pacientes
incluidos en el estudio.

Paciente | Edad Tipo de Volumen | pH | Concentracion | Concentrac % % Diagnostico

ID infertilidad total x 10° i6n 104mL | vivos | Inmdviles seminal

1 38 Primaria 4.6 8.0 23.00 5 60 55 Oligozoospermia
2 38 Primaria 3.7 7.5 7.4 2 70 70 Oligozoospermia
3 40 Primaria 1.2 9.0 0 0 0 0 Azoospermia

4 32 Primaria 0.2 8.0 0.4 2 60 50 Oligozoospermia

Hipoespermia
5 42 Secundaria 4.8 8.0 24.0 5 70 40 Oligozoospermia
6 41 Primaria 4.1 7.0 20.5 5 80 65 Oligozoospermia
8 33 Primaria 7.6 8.0 45.599 6 80 70 Oligozoospermia
9 40 Primaria 2.3 2.9 0 0 0 0 Azoospermia
10 42 Secundaria 33 7.5 33 10 80 35 Oligozoospermia
11 39 Primaria 32 7.5 0 0 0 0 Azoospermia
12 55 Secundaria 2.5 8.0 5 2 50 50 Oligoozoospermia
14 41 Primaria 33 8.0 26.4 8 90 50 Oligozoospemia
15 41 Primaria 5.0 7.5 20 4 75 50 Oligozoospermia
16 32 Primaria 1.3 8.0 16.899 13 70 0 Oligozoospermia
17 38 Secundaria 2.1 8.0 12.599 6 70 85 Oligozoospermia
19 47 Primaria 2.0 8.3 0 0 0 0 Azoospermia
21 39 Primaria 2.5 9.1 70 espermas <1 - 50 spz Criptozoospermia
después de
centrifugado

22 38 Primaria 1.3 8.5 0 0 0 0 Azoospermia
23 30 Primaria 3.8 8 3.8 1 90 80 Oligozoospermia
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Dentro de las biopsias testiculares realizadas en el hospital a los pacientes azoospérmicos,
solamente el paciente 11 cuenta con biopsia que indico al ser valorado por el Laboratorio de
Reproduccion la presencia de espermatozoides inmdviles y la valoracion anatomopatologica de
la biopsia testicular indico hipoespermatogénesis (oligozoospermia).

Esta pendiente aln la realizacion de biopsia testicular por parte del Servicio de
Reproduccion en dos pacientes, uno con criptozoospérmia y el otro azoospermia: los pacientes
21 22, que fueron de los ultimos pacientes en ser incorporados al estudio. Pero en los que ya se
dispone el estudio molecular, que descarta la presencia microdeleciones de AZFa o AZFb, lo que
harian nulo el pronostico de encontrar espermatozoides en la biopsia testicular.

Caracteristicas hormonales.

Los resultados de los pacientes en relacion a sus caracteristicas hormonales se presentan en
la Tabla 4. Un hallazgo importante es que 5 pacientes (26%) tuvieron niveles de FSH mayores a
10 UYL, lo que podria indicar datos de una falla testicular. Tres correspondieron a pacientes
con azoospermia pero 2 con oligozoospermia. Esto sugiere que en algunos casos de
oligozoospermia el proceso que lleva a la pobre produccion espermatica es paulatino y podria
manifestarse inicialmente con una oligozoospermia con FSH elevada.

El nivel de testosterona considerado como normal en el laboratorio de hormonas del Centro
Médico Nacional “20 de Noviembre” es de 9.28 a 59.6 nmol/L, por tanto utilizando 9.2 como
valor inferior de corte, dos pacientes (10%) presentaban hipogonadismo, el paciente 4 que tenia
nivel de testosterona de 6.69 con FSH de 6.18 y el paciente 10 con testosterona de 7.70, FSH de
4.40 que se consideraria hipogonadismo normogonadotrépico. En ninguno de los pacientes hubo
manifestaciones clinicas de hipogonadismo.

En lo que respecta a las demdas hormonas estudiadas, solamente el paciente 3 que
presentaba azoospermia tuvo niveles de TSH mayores a 5 mUI/L que corresponderia un
hipotiroidismo subclinico, ya que el paciente no tenia manifestaciones clinicas.

Utilizando como valores normales de prolactina un nivel sérico de 21.2 a 424.0 mUI/L,
ningln paciente presento hiperprolactinemia. Considerando como nivel de corte para el estradiol
en hombres de 40 pg/mL (147 pmol/L), solamente los individuos 16 y 19 presentaban un nivel
ligeramente alto de estradiol.

Por tanto la hiperprolactinemia, niveles elevados de estradiol, o hipotiroidismo subclinico
parecieran no ser hallazgos importantes en la poblacion estudiada. Descartando que alteraciones
endocrinologicas de la hipofisis o la aromatizacion periférica de esteroides sean la principal
causa de las alteraciones en la concentracion espermatica encontradas en los pacientes.
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Tabla 4. Niveles séricos de hormonas esteroides, prolactina TSH de los pacientes
incluidos en el estudio.

Paciente | Edad Diagndstico FSH LH Testosterona | Estradiol Prolactina TSH
ID seminal UI/L UI/L nmol/L pmol/L mUI/L mUI/L
1 38 Oligozoospermia 9.91 3.05 14.9 119 190 1.9
2 38 Oligozoospermia 4.02 3.96 11.2 <73.4 392 1.65
3 40 Azoospermia 11.6 3.80 13.1 124 246 6.13
4 32 Oligozoospermia 6.18 4.92 6.69 88.1 424 1.11
Hipoespermia
5 42 Oligozoospermia 34 2.7 12.0 <73.4 275 2.3
6 41 Oligozoospermia 2.86 1.62 11.6 101 90.9 2.79
8 33 Oligozoospermia 9 4 10.1 <73.4 424 3.67
9 40 Azoospermia 194 0.10 9.5 <73.4 160 2.7
10 42 Oligozoospermia 4.40 1.10 7.70 139 168 1.42
11 39 Azoospermia 1.95 1.03 10.5 109 189 2.86
12 55 Oligoozoospermia 13.4 9.2 13.1 113 177 2.0
14 41 Oligozoospemia 7.63 2.32 9.64 118 354 2.31
15 41 Oligozoospermia 3.03 1.93 13.8 107 112 2.07
16 32 Oligozoospermia 4.58 1.54 16.3 151 187 3.56
17 38 Oligozoospermia 34 2.55 18.0 <73.4 180 1.54
19 47 Azoospermia 8.67 3.83 114 152 250 1.70
21 39 Criptozoospermia 5.0 4.9 11.3 <73.4 250 2.1
22 38 Azoospermia 14.2 6.08 10.6 943 206 2.53
23 30 Oligozoospermia 14.1 4.69 12.5 <73.4 270 1.9

Caracteristicas genéticas.

Los resultados de los estudios genéticos: cariotipo en sangre periférica y deteccion de
microdeleciones del cromosoma Y se presentan en la Tabla 5.

De los 19 pacientes estudiados, ningin paciente presentdé microdeleciones del cromosoma
Y segtn los lineamientos de la EEA/EMQN.

Un paciente (5% del total de pacientes) con oligozoospermia severa actualmente y
antecedente de azoospermia presentd un cariotipo alterado: una inversion del cromosoma 11.
Considerando al paciente dentro del grupo de los azoospermicos, ya que tuvo el antecedente de
azoospermia, la presencia de un paciente con alteracion cromosdmica representaria el 17% de los
pacientes azoospermicos, lo que seria lo esperado para este grupo.

Las caracteristicas de este paciente se detallan independiente en la seccion Estudio de caso
del paciente 2.
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Tabla 4. Resultados de los estudios genéticos de los pacientes incluidos en el estudio.

Paciente | Edad Diagnéstico Cariotipo en sangre Microdeleciones del Y
1D seminal periférica (EAA/EMQN)
1 38 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
2 38 Oligozoospermia | 46,XY,inv(11)(p15q13) Ausentes
3 40 Azoospermia 46,XY Ausentes
4 32 Oligozoospermia 46, XY Ausentes
Hipoespermia
5 42 Oligozoospermia 46, XY Ausentes
6 41 Oligozoospermia 46, XY Ausentes
8 33 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
9 40 Azoospermia 46,XY Ausentes
10 42 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
11 39 Azoospermia 46,XY Ausentes
12 55 Oligoozoospermia 46,XY Ausentes
14 41 Oligozoospemia 46,XY Ausentes
15 41 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
16 32 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
17 38 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
19 47 Azoospermia 46,XY Ausentes
21 39 Criptozoospermia 46,XY Ausentes
22 38 Azoospermia 46,XY Ausentes
23 30 Oligozoospermia 46,XY Ausentes
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Estudio de caso del paciente 2.

Paciente de 38 afios proveniente de Uruapan, Michoacén, enviado a nuestro hospital por
oligozoospermia severa e infertilidad primaria. No tiene antecedentes de consanguinidad ni casos
de infertilidad o abortos en la familia. Sin antecedente de céncer, exposicion a quimicos
ambientales, tabaquismo de 4 a 5 cigarros al dia y alcoholismo ocasional.

A los 23 afios se habia unido con su pareja, intentando tener familia. Tenia antecedente de
biopsia testicular, realizada a los 25 afios con diagndstico de arresto espermatocitico, con
detencion de espermatogénesis aparentemente normal. La espermatogénesis detenida en
espermatocito primario con algunas espermatides escasas. Se le indic6 tratamiento con citrato de
clomifeno por un afio y gonadotropina corionica humana por 3 meses, donde posteriormente se
encontraron espermatozoides en la espermatobioscopia.

En la primera espermatobioscopia realizada en el hospital con volumen de 2.4mL, pH 8.0,
con presencia de azoospermia, con FSH: 2.8 mUI/L, LH: 2.33 mUI/L, prolactina 15.9 ng/mL,
estradiol 19.83 pg/ml, testosterona 9.67 nmol/L. Al examen fisico con obesidad, con tejido
adiposo en ambas mamas sin ginecomastia, vello abundante en todo el cuerpo, a nivel pubico de
caracteristicas androgénicas, pene de caracteristicas normales, con testiculos derecho de 5x3x2
cms e izquierdo de 5x3x2 cms de consistencia normal, se palpan epididimos y deferentes de
caracteristicas normales.

En ultrasonido testicular externo donde se encuentra varicocele bilateral gado I, con
testiculos de caracteristicas normales. Se inicia manejo con FSH y tamoxifeno. Se envia a
Genética donde se realiza cariotipo en sangre periférica encontrandose un cariotipo:
46,XY,inv(11)(p15q13).

A los 32 afos se realiza cirugia para correccion de varicocele por Urologia con hallazgo de
varicocele derecho grado II y varicocele izquierdo grado I, realizando varicolectolectomia
bilateral. Se toma simultaneamente biopsia testicular derecha para Laboratorio de Reproduccion
y Patologia, encontrandose espermatozoides los cuales son congelan para futuro procedimiento.
El reporte de patologia indico detencion de la maduracion y atrofia moderada.

Se insiste en pérdida de peso. Dos afios después de varicolectomia, se mantiene sin
recurrencia de varicole pero sin mejoria en cuenta espermaticas. Por lo que se decide tratamiento
con letrozol 5 mg cada 24 horas y congelacion de muestras. Espermatobioscopia una semana
antes de iniciar con manejo con letrozol: volumen 1.5 mL con concentracién 5 millones/mL,
abundantes células redondas, con motilidad: A=0%, B=4% C=8%. También se realiz6 analisis de
fragmentacion de DNA espermatico por el test de dispersion de la cromatina (Halosperm®,
Halotech) en eyaculado completo con fragmentacion de 67% (normal hasta 20%).
Espermatobioscopia posterior a 4 meses de tratamiento con letrozol con volumen de 3.1 mL con
concentracion 9 millones/mL con abundantes células redondas, se congelan muestras para
realizacion posterior de ICSL

Como parte del presente estudio se repite cariotipo para realizacion de bandas Q,
encontrando cromosoma Y de caracteristicas normales con bandas Q y el cariotipo en 30 células
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se confirma como una inversion del cromosoma 11 (Figura 7). Se realiza estudio de
microdeleciones del cromosoma Y, sin encontrar ausencia de STSs (Figura 8).

Se realizd nuevo asesoramiento genético a la pareja con base a resultados de estudios
genéticos y los riesgo que implica la alteracion cromosdmica encontrada y la pareja quiere
intentar embarazo via FIV/ICSI, por lo que estan en espera de realizacion de ciclo de FIV/ICSI
con las muestras congeladas.
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Figura 7. Cariotipo en sangre periférica del paciente 2. Demostrando una inversién pericéntrica en el
cromosoma 11 (flecha), con cariotipo: 46,XY,inv(11)(p15q13) [30].
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Figura 8. Estudio de microdeleciones segin la EAA/EMQN del paciente 2. Izquierda. Multiplex A.
Derecha. Multiplex B. Donde no se encontrd la presencia de microdeleciones.

Estudio del caso del paciente 9.

Paciente de 40 afios, originario de Veracruz, Veracruz enviado a nuestro Centro Médico a
los 39 afios por azoospermia e infertilidad primaria con deseo de embarazo 3 afios previo al
envio.

No tiene antecedentes de consanguinidad ni casos de infertilidad o abortos en la familia.
Sin antecedente de cancer, exposicidon a quimicos ambientales. Niega tabaquismo y alcoholismo
ocasional. Antecedente de apendicetomia a los 13 afios y cirugia correctiva de estrabismo a los
13 y 17 afios.

Al examen fisico, con sobrepeso, sin ginecomastia, desproporcion de segmentos, genitales
con pene de caracteristicas normales testiculos pequenios de consistencia ligeramente endurecida.
Con estudios previos de espermatobioscopia que indicaban azoospermia y FSH de 28 mUI/L. En
nuestro hospital con FSH: 19.4 mUI/L, LH: 0.10 mUI/mL, testosterona: 9.5 nmol/L (limitrofe),
se considera un probable hipogonadismo hipergonadotrépico a descartar Sindrome de
Klinefelter, se programa para biopsia testicular y se envia a Genética para valoracion de
hipogonadismo hipergonadotropico.

En la biopsia testicular, se biopsia testiculo izquierdo y se envia al Laboratorio de
Reproduccion, encontrandose tibulos seminiferos, sin espermatozoides maduros ni
espermatogonias. Se informa al paciente que se requiere nueva seccion de tejido testicular para
patologia y nueva busqueda de espermatozoide pero el paciente no acepta. El tejido macerado
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valorado se envia al Laboratorio de Genética para siembra y realizacion de cariotipo en tejido
testicular.

El cariotipo en sangre periférica es: 46,XY[30] (Figura 9), descartando el Sindrome de
Klinefelter. En bandeo con bandas Q indica un cromosoma Y de caracteristicas normales.
Después de dos semanas de cultivo, se cosechan las células testiculares para realizacion de
cariotipo con bandas GTG siendo este: 46,XY[30] (Figura 10), descartando un mosaico que
involucre cromosomas sexuales a nivel testicular.

El estudio de las microdeleciones del cromosoma Y, descarta la presencia de estas (Figura
11). El paciente alin no ha regresado a nuestro Centro Medico para realizar asesoramiento
completo en base a los resultados del estudio y proponer nueva biopsia testicular en ambos
testiculos para poder confirmar por patologia si se trata de un Sindrome de solo células de
Sertoli.
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Figura 9. Cariotipo en sangre periférica del paciente 9. Demostrando un cariotipo: 46,XY[30].
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Figura 10. Cariotipo en teiido testicular del naciente 9. Demostrando un cariotipno: 46.XY[30I.
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VII. Discusion y Conclusiones.

En el presente estudio en lo que respecta a las caracteristicas genéticas no se encontraron
microdeleciones del cromosoma Y, la tnica alteracion genética que se encontr6d fue un paciente
con inversion del cromosoma 11, que corresponden al 17% de los pacientes azoospérmicos del
estudio, un valor que esta dentro de lo esperado y similar a lo encontrado en otros reportes de
pacientes mexicanos (Meza-Espinoza et al., 2008, Martinez-Garza et al., 2008).

Estos resultados con baja proporcion de pacientes con alteraciones son esperables dado el
bajo numero del total pacientes estudiados (19 pacientes). Y a que la mayoria no fueron
pacientes con oligozoospermia severa o azoospérmicos, solamente 6 pacientes (31%)
correspondieron a este grupo. Los estudios mas grandes sobre microdeleciones (como el de
Foresta et al. 2001) han establecido que las microdeleciones del cromosoma Y estan presentan
cuando la concentracion espermatica es menor de 5 millones/mL, por lo que nuestro grupo de
pacientes dentro de esta categoria es minimo y esa podria ser la causa principal de no haber
encontrado ninglin paciente con microdeleciones del cromosoma Y. En un futuro se requiere
continuar el estudio de microdeleciones para incluir mas pacientes y conocer la verdadera
prevalencia de estas en la poblacion de pacientes del ISSSTE.

En lo que respecta a hallazgos clinicos, solamente el paciente 9 presentd testiculos
pequefios y de consistencia firme, asociado a niveles elevados de FSH, lo que sugiriera un
posible caso de Sindrome de Klinefelter, diagndstico que se descartdé al realizar estudios
genéticos (ver estudio de caso paciente 9 y figuras 9 y 10). Estos hallazgos en conjunto
confirman que la mayoria de los pacientes con infertilidad masculina, no tienen datos clinicos
que claramente soporte una etiologia genética.

Otros hallazgos interesantes, fue la presencia de 4 pacientes (21%) con hipoespermia y que
5 pacientes (26%) presentaran niveles elevados de FSH, sugiriendo estos ultimos una disfuncion
testicular franca. Estos resultados soportan la busqueda constante de alteraciones a nivel de
laboratorio en hombres infértiles y demuestran la heterogenidad de los pacientes cuando solo se
seleccionan por los hallazgos de la espermatobioscopia, como en el presente estudio.

Paciente con inversion del cromosoma 11.

Las inversiones son alteraciones estructurales cromosdmicas en las que un evento de doble
ruptura cromosoémica permite que un segmento cromosomico intercalar rote y se invierta. Se
dividen en pericéntricas que son las inversiones que incluyen el centromero y las paracéntricas
que no incluyen el centrémero. Las inversiones son una alteracién cromosdémica relativamente
rara con una frecuencia entre 0.12% a 0.7% las pericéntricas y 0.1% a 0.5% las paracéntricas
(Gardner et al., 2011).

Las inversiones pericéntricas como la encontrada en el paciente 2, llevan a la produccion
de gametos no balanceados posterior a la meiosis y consecuentemente patologia reproductiva. El
desbalance cromosdmico es resultado de la formaciéon de cromosomas recombinantes que se
produce por la formacion de un asa invertida en la meiosis (Anton et al., 2005), lo que lleva a la
recombinacion de la cromatide cromosoma homologo normal y la cromatide del cromosoma
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invertido, generando una duplicacion del segmento distal del brazo corto y una delecion del
segmento distal del brazo largo y viceversa.

Sin embargo la inversion del cromosoma 11 del paciente no explica facilmente el cuadro
de oligozoospermia severa/azoospermia ya que los fallos en la meiosis asociados a defectos en
recombinacion se producen principalmente cuando involucran cromosomas sexuales. Es por ello
que realizamos también el estudio de microdeleciones del cromosoma Y en el paciente (Figura
8), las que resultaron ausentes. Se han reportado pocos casos de inversiones pericéntricas que
generen azoospermia, en el cromosoma 1 (Rivera et al., 1984, Batanian y Hulten, 1987;
Meschede ef al., 1994) y una inversion del cromosoma 12, inv(12)(p12q12) en un paciente de
Tanez con azoospermia que en la biopsia testicular el fenotipo era compatible con un Sindrome
de solo células de Sertoli (Ghorbel et al., 2013). También existe un reporte de oligozoospermia
moderada e infertilidad en un paciente con una inversion del cromosoma 1: inv(1)(p22q42)
(Chantot-Bastaraud et al., 2007).

La etiologia en el caso de la inversion del cromosoma 1 ha sido relacionado con rupturas
que involucran genes relacionados en la espermatogénesis (Bache et al., 2004), también se ha
demostrado al estudiar los complejos sinaptonémicos por microscopia electronica una posible
generacion de asinapsis o desinapsis precoz entre el segmento invertido y otros homologos
(Batanian y Hulten, 1987) y que la inv(1) se asocia al cuerpo XY, en los cuales la recombinacion
de XY estd ausente en una manera desproporcional, sugiriendo que algunos portadores de
inversiones pueden presentar una recombinacion global alterado y una recombinacion alterada y
considerando también que la asinapsis o la formacion de un asa de inversion pueden ser los
responsables de un fallo en la espermatogénesis (Kirkpatrick ef al., 2012). Para las inversiones
de los demas cromosomas se desconoce los fendmenos moleculares que podrian condicionar la
falla testicular. Hasta ahora se ha propuesto que las células espermatogénicas son mas
vulnerables al punto de control de paquiteno y que la interaccién autosoma-cuerpo sexual esta
presente casi siempre en la meiosis, lo que con lleva que los hombres con anormalidades
estructurales como translocaciones e inversiones sean mas susceptibles a la infertilidad
(Kurahashi et al., 2012). Por tanto aunque no se puede descartar que en el paciente 2 exista otra
causa genética como una mutacion en un gen no estudiado o que la alteracion del cromosoma 11
se trate de un rearreglo cromosdémico complejo (Kim ef al., 2011; Pellestor et al., 2011) que no
se puede detectar por citogenética clasica, la evidencia disponible apunta que la inversion
inv(11)(p15q13) es la causante de la falla testicular.

El paciente 2 serd sometido a un procedimiento de FIV/ICSI, por tanto el asesoramiento
genético sobre el riesgo de generar gametos desbalanceados y si los productos de estos
espermatozoides seran viables es complejo. El primer punto a considerar es que en la literatura se
ha reportado el nacimiento de un nifio con un recombinante del cromosoma 11 (Ishii et al.,
1997). Segundo, en general la produccion de gametos recombinantes depende del tamafio del
segmento invertido, ya que si este corresponde a mas del 50% de la longitud total del cromosoma
el riesgo de generar recombinante es mayor (Gardner et al., 2011). En el paciente 2 el tamaio de
la inversion corresponde a aproximadamente al 44% de la longitud total del cromosoma 11, por
lo que estaria en un riesgo intermedio. Existen algunos reportes del estudio de espermatozoides
para determinar la presencia de recombinantes (revisado en Anton ef al., 2007; Morel et al.,
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2007), pero no se disponen estudios especificos de portadores de inversiones pericéntricas del
cromosoma 11 para poder ofrecer un asesoramiento genético en base de datos empiricos.

En lo que respecta a la posibilidad de diagnosticar la segregacion de cromosomas
recombinantes se ha reportado el diagndstico genético preimplantacional para hombres
portadores de una inversion reciproca (Escudero et al., 2001), Recientemente se ha incorporado
el uso de microarreglos para el diagnostico de los productos desbalanceados (Alfarawati et al.
2011). Tambien se ha reportado el estudio por FISH en espermas y blastdmeras en un caso de
inv(5)(p15.3q11.2) (Bernicot et al., 2010).

Aunque en nuestro Centro Médico Nacional disponemos de un protocolo de diagndstico
genético preimplantacional con FISH, metodologicamente al no contar con sondas de FISH para
el cromosoma 11 y estas no estar disponibles de manera comercial no es factible para nosotros
realizar el estudio de FISH en esperma o tener un diagndstico certero de las
duplicaciones/deleciones de los cromosomas recombinantes de manera preimplantacional. Por lo
que en la pareja la Gnica opcion diagnostica es en caso de lograr el embarazo una biopsia de
vellosidades coriales/amniocentesis para determinar el cariotipo del producto y la presencia de
un cromosoma 11 recombinante. Lo cual también genera un dilema de asesoramiento y ético
sobre que fenotipo podria tener el producto y la posibilidad de interrumpir el embarazo.

Ausencia de alteraciones cromosomicas y microdeleciones del cromosoma Y en el
paciente 9.

El paciente 9 segtn los niveles de FSH presenta una falla testicular franca, aunque no
presentaba datos clinicos de hipogonadismo, considerando que el nivel de testosterona se
encontraba limitrofe se consideré por el Servicio de Reproduccion la posibilidad de un
hipogonadismo hipergonadotropico a descartar un Sindrome de Klinefelter. A la valoracion
genética al no tener datos clinicos compatibles con el Sindrome de Klinefelter se considerd
mayormente un posible mosaico o la presencia de microdeleciones de AZF en el cromosoma Y
como etiologia.

Al realizar el estudio de cariotipo en sangre periférica y tejido testicular se descarta la
alteracion 47,XXY o un mosaico de esta. Tampoco se encontraron microdeleciones del
cromosoma Y, descartando las principales causas genéticas de azoospermia. Lamentablemente
no se pudo tener una valoracion anatomopatologica del testiculo para confirmar la presencia de
un Sindrome de solo células de Sertoli, que es lo que sugieren los hallazgos del Laboratorio de
Reproduccion.

No se puede descartar que la ausencia de espermatozoides y probablemente de
espermatogonias pueda ser de causa genética, ya que recientemente se han descrito nuevos genes
asociados al sindrome de solo células de Sertoli, como las mutaciones homocigotas en el gen
ETVS5 (O'Bryan et al., 2012) y NANOSI (Kusz-Zamelczyk et al., 2013). Ambos genes estan
relacionados con el desarrollo de células germinales primordiales y tienen homologos en
Drosophila, en la que la falta de expresion genera una ausencia de células germinales. Sin
embargo se han descrito muy pocas familias con estas mutaciones y aun no existen otros
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articulos que repliquen los resultados, para conocer qué tan frecuentes son estas mutaciones
como etiologia de la ausencia de células germinales.

Con la informacion disponible hasta el momento el paciente tiene relativamente un buen
prondstico desde la perspectiva genética, ya que se han descartado las dos causas genéticas
principales de azoospermia, lo que justificaria intentar nuevamente la biopsia testicular para
confirmar el diagnostico de sindrome de solo células de Sertoli.

También estos hallazgos tienen implicaciones desde la perspectiva de manejo por el
servicio de Reproduccién ya que para maximizar la posibilidad de encontrar espermatozoides en
el siguiente procedimiento esta indicado, intentar la extraccion espermatica por microdiseccion
testicular o micro-TESE (microdissection testicular sperm extraction). Esta técnica usa el apoyo
de un microscopio quirurgico para que via un aumento de 15-25x se localicen los tibulos
seminiferos “dilatados” que se asocian a la presencia de espermatozoides (Dabaja y Schlegel,
2013). La evidencia indica que el micro-TESE es el procedimiento mas exitoso para obtener
espermatozoides en casos de azoospermia no obstructiva (Dabaja y Schlegel, 2013, Esteves et
al., 2011). Aunque si se confirmara el diagnodstico del Sindrome de solo células de Sertoli haria
practicamente imposible encontrar espermatozoides en la biopsia como en el caso de las
deleciones de AZFa; sin embargo en el sindrome de solo células de Sertoli tipo II (incluido en
OMIM# 400042) existen algunas células germinales y podria tener utilidad realizar un micro-
TESE.

Este caso ejemplifica la importancia del estudio integral del paciente ya que las
alteraciones clinicas, seminales y hormonales inicial sugerian una posible patologia
cromosdmica y el realizar los estudios genéticos descartd estas alteraciones. Estos hallazgos,
también son importantes para el pronostico reproductivo del paciente ya que en caso de ser un
solo Sindrome de células de Sertoli, la pareja es candidata a donacion de semen o adopcion.

Implicaciones futuras del estudio.

El presente estudio desde el enfoque genético se puede considerar como un estudio inicial
que demuestra la importancia del estudio genético en pacientes infértiles que seran sometidos a
procedimientos de reproduccion asistida. Por lo cual es necesario que este estudio continte para
poder incrementar el nimero de pacientes estudiados y poder finalmente hacer un analisis
comparativo ente las caracteristicas de los pacientes de los pacientes con alteraciones
cromosoOmicas o microdeleciones del Y respecto a los que no presentan alteracion.

Desde la perspectiva de laboratorio, el siguiente paso es incorporar el estudio de las
microdeleciones parciales del cromosoma Y que hasta hora es controversial su impacto en la
espermatogénesis y en las que su frecuencia depende del grupo étnico, pero ha demostrado tener
relevancia clinica en los metanalisis o los hallazgos han sido replicados en varias poblaciones.
Las principales son las deleciones gr/gr (Stouffs et al., 2011) que aun no se han estudiado en
poblacién mexicana por lo que se desconoce su frecuencia, pero se asocian principalmente a una
oligozopsermia leve a moderada y la deleciones b2/b3 (Lu et al., 2009; Eloualid, et al., 2012)
que también se asocian a falla testicular severa.
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Conclusiones.

El hallazgo principal del presente estudio es la falla espermatica severa que se asocia a
una inversion pericéntrica del cromosoma 11.
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