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RESUMEN

En México y el mundo alrededor del 10-15% de las parejas son infértiles. La mitad
tiene un origen en el factor masculino, de las cuales las causas endocrinolégicas,
criptorquidia, tumores testiculares, infecciones y alteraciones genéticas se han identificado
como causas de infertilidad. De las causas genéticas, las microdeleciones del cromosoma
Y constituyen la segunda causa mas comun de infertilidad masculina. Tres regiones del
brazo largo del cromosoma Y contienen los genes especificos para la correcta
espermatogénesis, y se encuentran deletados hasta en el 10-18% de los pacientes con
azoospermia u oligozoospermia severa. Estas deleciones suelen encontrarse en la region
“factor de la azoospermia” AZF y estan agrupadas en tres regiones: AZFa, AZFb y AZFc.
Las microdeleciones se presentan en 1 de 4000 varones en la poblacion general, pero su
incidencia aumenta en la poblacion masculina infértil. La delecion de la region AZFc es la
mas comunmente deletada, constituyendo aproximadamente el 60% de todas las

microdeleciones, seguida de AZFb con un 9% y AZFa con un 3%.

El objetivo del presente estudio fue establecer la presencia de deleciones parciales
de AZF por MLPA en pacientes con azoospermia no obstructiva u oligospermia severa,

referidos a la consulta Genética Médica por infertilidad.

Se obtuvieron los datos clinicos y de laboratorio (espermatobioscopias) del
expediente médico de los pacientes. Para estudiar las microdeleciones parciales de AZF,
se obtuvo DNA de leucocitos en sangre periférica, el cual se analiz6 mediante MLPA la
(amplificacion multiple de sondas dependiente de ligacion) utilizando el kit de sondas
SALSA MLPA P360-Al de acuerdo con las instrucciones de MRC- Holland.

Al analizar los datos obtenidos de la grafica de MLPA del paciente 7, encontramos
que existen 7 sondas ausentes, 4 de los cuales corresponden a los fragmentos 166nt,
178nt, 373nt, y 418nt, todos corresponden a diferentes exones del gen BPY2. Dicho
paciente se realizO 2 espermatobioscopias, en la primera se documenté un conteo
espermatico en oligozoospermia moderada (8.1millones) que posteriormente avanzo a
oligozoospermia severa (66mil), ademas de los espermatozoides encontrados se

reportaron con aztenozoospermia ) necrozoospermia.

Palabras clave: MLPA, Azoospermia, oligozoospermia, esterilidad,

microdeleciones, cromosoma Y



CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

En la evolucién de los organismos, la reproduccion sexual, ha permitido crear
un rapido intercambio genético, y con ello incrementar de manera exponencial la
variacion, dentro de una especie, y ésta a su vez aumentar la capacidad de

adaptacion y supervivencia de dichos organismos.

En los humanos, la determinacion del sexo, esta dada por la presencia de los
cromosomas sexuales, XX para las mujeres y XY para los varones. El cromosoma
Y, es el cromosoma mas pequefio y se puede decir que es un cromosoma “impar”,
ya que no es completamente homologo a su contraparte el X, por lo que dicha
caracteristica, ha hecho que a lo largo de la historia este cromosoma haya ido

perdiendo parte de su material genético.

Dentro del cromosoma Y, encontramos genes que son especificos para la
determinacion del sexo, la maduracion de los 6rganos sexuales, y la correcta
espermatogénesis. Nuestro conocimiento acerca de la distribucion de nuestro
material genético, asi como su funcién han ido en expansion en los ultimos afios
gracias a las nuevas tecnologias de biologia molecular. El presente estudio trata de
identificar la causa de esterilidad masculina de origen genético y contribuir a la
construccion de nuevos conocimientos del tema, y que la reproduccion humana,

basicamente es el futuro de todos como especie.

1.2 ANTECEDENTES

Tiepolo y Zuffardi fueron los primeros en establecer la asociacién entre
azoospermia y deleciones microscopicas del brazo largo del cromosoma Y en 1976
(1). Durante su estudio que abarco 1170 hombres subfértiles, con anomalias 6seas,
(por lo que se les habia indicado estudio de cariotipo) encontraron 6 pacientes que
habian perdido la porcién distal del brazo largo (Ygl2 porcion heterocromatica) y
gue abarcaba una pequefia parte en Yqll. Todos los pacientes presentaron un

fenotipo masculino normal y azoospermia.



Hacia 1896, Gilles Vergnaud y colaboradores, 10 afios posteriores a la
primera asociacion entre deleciones del brazo largo del cromosoma Y y la falla
espermatogénica, publicaron un articulo que mapeaba el cromosoma Y, basado en
las secuencias deletadas, mediante hibridacion de DNA. Este mapeo fue muy
interesante ya que los pacientes estudiados fueron 27 individuos (19 hombres XX,
dos hermafroditas XX, y 6 hombres con anomalias detectables por cariotipo), cada
uno de los cuales portaba una porcién simple y continua de un cromosoma Y. Los
resultados permitieron organizar el primer mapa del cromosoma Y dividiéndolo en
7 regiones, las primeras 3 ubicadas en el brazo corto Yp, la region 4 al centromero
y las regiones 5, 6 y 7 ubicadas en Yq entre el centromero y la region
heterocromética de Y. (2)

Los primeros casos de microdeleciones Y e infertilidad masculina se
comunicaron en 1992 (3). En este estudio realizado por Vogt y colaboradores, se
propusieron identificar la causa de infertilidad en hombres con azoospermia y
cariotipos reportados como normales, bajo la hipotesis de que debia haber una
alteracion submicroscopica en la region asociada a la azoospermia (AZF)
previamente reportada por Tiepolo y Zufardi. Dichas deleciones debian abarcar
entre 1 y 2Mb haciendo imposible su deteccién mediante el cariotipo. Se disefiaron
entonces 29 sondas especificas de Y, y se analizaron 19 pacientes masculinos con
diagnéstico de oligozoospermia o azoospermia. El resultado final fue la deteccién
de 2 pacientes con deleciones. Curiosamente estos pacientes no compartian la
misma delecién, uno de ellos presentaba una delecibn méas proximal al centrémero
mientras que el segundo presentaba una delecibn mas distal al mismo. En ese
momento se postulé que probablemente ambas deleciones abarcaban o incluian
una parte del gen de AZF (en ese momento adn se creia que se trataba de un solo
gen).

Durante ese mismo afio, se realizd un esfuerzo por mapear el locus de AZF.
El cromosoma Y, por ser impar y no sufrir recombinacién durante la meiosis,
(ademas de ser un cromosoma pequefio) fue el candidato perfecto para intentar
ordenar su secuencia de DNA. En octubre de 1992, se publica un mapa preliminar

de las regiones STS del cromsoma Y, en la revista Science (4) Figura 1. Dicho
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mapa sento las bases para la comparacion de la estructura del cromosoma Y con
otras especies (importancia evolutiva), su divergencia con el cromosoma X, permitir
el estudio de la diversidad de los cromosomas Y entre las poblaciones y finalmente

elucidar los mecanismos por los cuales los cromosomas Y anormales son

generados.
£ |

£ csaw&m&]; = a % d 3 525 8 3 g 8 2 S T
| 111 m l I T 1 2 fieifshl] fes ]

- Sw
i i’ 8 —t BASEBEE SR oI N AN LRI R o YR IR RS I NI IISASS ggi
R HUHI L R B s i B e it
L - -
e —— e
L . -
e —— x
e —— e -
.——: -
- = - -
[ —

e . : - : -

SN - - - - - - -

R - < - ===

- e e

T e

e ——1 -

et e—T

= e s s oy R e . -
— e e 3

— — Bl g R e e ' -

S e (I -G -~ —— - .

n




Figura 1: Imagen de como se construyd el mapa genético del cromosoma Y, mediante sondas STS
amplificadas por PCR. Recuperado de: Vollrath, D., Foote, S., Hilton, A., Brown, L. G., Beer-Romero, P.,
Bogan, J. S., & Page, D. C. (1992). The human Y chromosome: a 43-interval map based on naturally
occurring deletions. Science, 258(5079), 52-59.

Hacia 1996 Vogt et al. Analizaron 370 pacientes con diagnostico de
azoospermia idiopética y oligozoospermia severa para deleciones en 76 loci del
brazo largo del cromosoa Y, y encontraron microdeleciones en 13 pacientes, 3
de los cuales tenian una delecién proximal, 3 en la region media y 7 adicionales
en la regidn mas distal del cromosoma Y. Ademas de esto, se analizaron las

biopsias testiculares de los pacientes.

Un paciente con delecién proximal tenia sindrome de sélo células de
Sertoli, sin células germinales en ninguno de sus tubulos seminiferos. En los tres
pacientes con la delecion media de Yql1, la histologia en la biopsia testicular
mostré una detencion en la maduracion de las espermatides en la etapa de
espermatocito. Habia espermatogonias, pero ninguna célula postmeidtica pudo
ser detectada. Los resultados de la biopsia de los 5 pacientes que mostraron
deleciones distales de Yqll, sugirieron defectos en la espermatogénesis
postmeidtica, o durante la maduracién del esperma. Como los pacientes
presentaron microdeleciones en 3 subregiones diferentes, los pacientes
presentaron fenotipos espermaticos diferentes con interrupcion en la
maduracion en puntos diferentes de la espermatogénesis. En este momento, las

diferentes regiones fueron asignadas como AZFa, AZFb, y AZFc.(5) figura 2.
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Figura 2: Esquema representativo del
E AZES cromosoma Y mostrando las regiones
AZFa, AZFb, y AZFc. Modificado de:
Meza-Vazquez, H.E., Rosas-Vargas,
H., Vite-Velazquez, E.J., & Alba-
Mayans, A.G. de. (2007). Aportacion de
un caso. Paciente con varicocele y
oligozoospermia, con microdelecion en
cromosoma Y: AZFb+c. Actas

Urolégicas Espafiolas, 31(3), 285-288.

Foresta y cols. Publicaron en el afio 2001, una revision de las
publicaciones realizadas hasta ese momento, mas de 4,800 pacientes habian
sido estudiados y publicados. Las deleciones eran mas frecuentemente
encontradas en pacientes con azoospermia que con oligozoospermia severa.
Las deleciones mas frecuentemente reportadas eran en la region de AZFc,
incluyendo a los genes de la familia DAZ (en este momento ya se habian
vinculado algunos genes a la falla en la maduracion espermatica como DAZ,
RBMY, USP9Y y DBY). En este afio se reportd que la prevalencia de las
microdeleciones de Y, era del 4% en los pacientes oligozoospérmicos, del 14%
en hombres con oligozoospermia severa y del 18% en pacientes con
azoospermia idiopatica. (6). Los criterios de seleccién entonces, podian influir
sustancialmente en la prevalencia de las microdeleciones. La region conocida y
secuenciada del cromosoma Y en ese momento era de un 40%.y la mitad habian
sido mapeados fisicamente. Junto con este mapa de secuencias se habian
generado 300 STS, las cuales son secuencias conocidas de DNA gendmico que
pueden amplificarse por PCR. Se habian identificado alrededor de 30 genes y

familias de genes, los cuales clasificaron en 3 grandes grupos:

-5.



1. Genes pseudoautosOémicos: son secuencias idénticas en los
cromosomas X y Y con pocas excepciones se expresan en diferentes
tejidos.

2. Genes ubicados dentro de las regiones no homologas X-Y en la
porcién no recombinante. (USP9Y, DBY Y UTY) estos genes tienen
homélogos en el cromosoma X que codifican para proteinas con muy
alta identidad de aminoacidos. Estos genes se expresan de forma
omnipresente, aunque algunos tienen transcripciones testi-
especificas, ademas de transcripciones ubicuas.

3. Familias de genes especificas de Y (DAZ, CDY y TSPY). Estos son
genes multicopia ampliamente distribuidos en el cromosoma Y, o
agrupados dentro de una pequefia regidn y se expresan soélo en

testiculo.

En esta revision no encontraron una clara correlacién entre el tamafio, la
localizacion de las deleciones y el fenotipo testicular, pero encontraron que las

deleciones mas grandes estaban asociadas con un dafio testicular mas severo.

En el 2005 estos mismos autores (Foresta y cols), propusieron que los
hombres infértiles, pueden tener mayores probabilidades de presentar
anormalidades genéticas en comparacion con los hombres fértiles. En este reporte
estudiaron 750 hombres con oligozoospermia severa que eran candidatos a
técnicas de reproduccion asistida (inyeccion intracitoplasmatica de esperma ICSI) y
303 hombres fértiles. A estos pacientes se les realizo cariotipo en sangre periférica,
deteccién de microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y, deteccion de
mutaciones en el gen de la fibrosis quistica (CFTR) y en el gen del receptor de
andrégenos. En este estudio descubrieron un total de 104 anomalias genéticas,
correspondiento a una frecuencia del 13.9%. Las aberraciones cromosomicas
estuvieron presentes en un 5.6%de hombres infértiles y solamente en el 0.3% de
los controles. La mayoria de estos casos fueron alteraciones en los cromosomas
sexuales. Las microdeleciones de Y(q estuvieron presentes en el 6% de los hombres

infértiles y la mayor frecuencia estuvo relacionada con la regién de AZFc, mientras



gue en ninguno de los controles se encontraron deleciones. Las mutaciones en el
gen CFTR fueron diagnosticadas en el 1.2% de hombres infértiles y en el 1% de los
controles, y las mutaciones en el receptor de androgenos (AR) se encontraron en el

1.1% de los hombres infértiles pero en ninguno de los 188 controles. (7)

En el 2007 Yi, Wen Lin y cols., caracterizaron la region de AZF en la poblacion
china Han, para lo cual incluyeron muestras de DNA de 142 hombres infértiles con
oligospermia y 107 controles fértiles. El método de estudio fue por medio de PCR
multiplex. El rastreo inicial identifico 81 individuos con duplicaciones/deleciones en
AZFc. Ellos reportaron que ninguno de los pacientes tenia la delecion de AZFc,
consistente con la prevalencia previamente reportada de 1 en cada 4,000 hombres,
encontraron ademas que la supresion gr/gr (subregion proximal de AZFc que abarca
1.6Mb y que contiene 2 copias de genes DAZ) estaba presente en un total de 32
sujetos (5.5%). La delecién b2/b3 (Subregion de AZFc que abarca 1.8Mb) (figura
3) fue reportada en un total de 23 individuos (4%). Ellos reportaron la duplicacién
parcial de AZFc como un factor de riesgo para la infertilidad masculina,
aproximadamente el 14% de la poblacion presentaba deleciones y duplicaciones en
AZFc, siendo la delecién gr/gr la mas comun, en esta poblacion no se observaron
diferencias en las frecuencias de estos dos tipos de delecion entre los sujetos
infértiles y los controles, lo que planteaba que no era un factor de riesgo para la
infertilidad en la poblacion Taiwanesa Han. Por otra parte si asociaron la duplicacion

parcial de AZFc a un mayor riesgo de falla espermatogénica en dicha poblacién. (8)

Por el mismo afio de 2007 Ferlin y colaboradores, estudiaron a un total de
3073 hombres infértiles italianos de los cuales 625 tenia azoospermia no obstructiva
y 1,372 tenia oligozoospermia severa e identificaron microdelecion es en Ygll en
99 individuos. La prevalencia de las microdeleciones fue de 3.2% en hombres
infértiles. 8.3% en hombres con oligozoospermia, y en 5.5% en pacientes con
oligozoospermia severa. La mayoria de las deleciones eran del tipo AZFc b2/b4
(b2/b4 es una subregion de AZFc que abarca 3.5Mb) (figura 3) y estuvieron
asociadas a un fenotipo espermatico muy variable, con espermatogénesis residual

en un 72% de los casos. Una vez mas las deleciones mas proximales en AZFa 'y



AZFb estuvieron asociadas con el sindrome de solo células de Sertoli y alteracion
en la maduracion de los espermatocitos respectivamente. Mientras que las
deleciones parciales en estas regiones fueron asociadas a un fenotipo menos grave
y frecuentemente a la presencia de esperma, no se encontrdé ninguna delecion en
los hombres con un conteo de mas de 5 milones de espermatozoides por mililietro

en los 310 controles. (9)

Yp - ~ Euchromatin- L | | ‘ Yq
PAR1 PAR2
AZFa AZFb
/ AZFe \
bl b2 gl rlr2 Grl b3 yell g2 r3rd g3 yel2 b4 Gr2
= e = g =
| Y Y
P3 P2 Pl
5 —HHE——HHH -
HH g -
Ny oYY Nanngddanstmmmardag s
2o 8o
[CRT) ©
m | gr/gr deletion | .‘ -
o b -
”M b2/b4 deletion P
)

Figura 3: Representacion esquematica de las deleciones en la subregién de AZFc, gr/gr, b2/b3, y b2/b4.
Recuperado de Journal of Reproductive Science en;
http:/ /www.jhrsonline.org /viewimage.asp2img=JHumReprodSci_2017_10_4_256_223277_f1

En el 2013 Krauz C. y cols., publican en la revista Andrology Directrices para
el diagndstico de microdeleciones cromosdmicas (10), ellos reportan que el 80% de
las deleciones son reportadas en la region de AZFc, seguido en orden de frecuencia
de AZFb con un 1-5% y AZFa con una frecuencia del 0.5 al 4%. Dado que hay una
gran variabilidad en la detecién de microdeleciones no recomiendan la deteccion de
deleciones especificas de genes aislados en el diagndstico de rutina, este debe ser
siempre realizado con un panel amplio de sondas para una mejor oportunidad de

deteccidén. También recalcan que el diagnostico de deleciones completas de AZFb
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0 AZFc implica que hay una nula posibilidad de encontrar espermatozoides. Solo
los pacientes con microdeleciones parciales de AZFc (que son las mas frecuentes)
tienen la posibilidad de tener espermatogénesis residual e incluso en casos raros,
pueden transmitirse de forma natural a los hijos varones. En estos casos hay un
50% de probabilidades de recuperar espermatozoides y nifios pueden ser
concebidos mediante técnicas de reproduccién asisitida como son la inyeccion
intracitoplasmatica de esperma. Ellos establecen también mediante la revision de la
literatura, cuales son las caracteristicas que deben poseer los pacientes para ser

candidatos a un cribado molecular.

a. No se han identificado deleciones en varones normospérmicos, por lo que
hay una clara causa-efecto con la insuficiencia espermatogenica.

b. La frecuencia de las microdeleciones se encuentra en varones
azoospérmicos (8-12%) seguida de los oligozoospérmicos severos (3-
7%)

c. Las deleciones son extremadamente raras en varones con >5 millones de
espermatozoides/ml.

d. La presencia de cualquier diagnostico acompafado de azoospermia u
oligozoospermia severa debe ser una indicacion para la prueba de AZF

También establecen las contraindicaciones para la prueba:

¢ No esta indicado realizar el tamizaje de deleciones en pacientes con
anomalias cromosomicas
¢ No esta indicado en pacientes con diagnéstico de azoospermia obstructiva

o hipogonadismo hipogondadotropico.

Y finalmente el asesoramiento genético en estos pacientes, (en aquellos con
deleciones parciales en AZF) es obligatorio para proporcionar el riesgo de concebir
un hijo con espermatogénesis alterada. Dicho asesoramiento genético también es
relevante para otros miembros masculinos de la familia, ya que la literatura ha

revelado la transmision de este tipo de deleciones.



En conclusion, la especificidad y la correlacion genotipo/fenotipo descrita
anteriormente confieren al analisis de las deleciones Y, un valor diagndstico y
prondstico para los pacientes con infertilidad. Se sabe que los pacientes que
presentan deleciones de la region AZFa, tienen un fenotipo mas severo, fallo
espermatogénico, y sindrome de solo células de Sertoli, (azoospérmicos). Las
deleciones de la region AZFb y AZFbc, pueden resultar en un sindrome de sélo
células de Sertoli, 0 arresto espermatogénico, resultando en azoospermia. Por
altimo, las deleciones de la region AZFc producen un fenotipo menos severo con
espermatogénesis residual, los individuos portadores pueden tener oligozoospermia
moderada a severa, e incluso pueden llegar a transmitir naturalmente el defecto a
su descendencia, y debido a que las deleciones en AZFc son las mas frecuentes y
conservan espermatogénesis residual, los pacientes portadores pueden ser

candidatos a técnicas de reproduccion asistida.

1.3PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Muchas parejas con problemas de infertilidad solicitan, ser valorados por el
servicio de Reproduccion Humana, para establecer las causas de su infertilidad y

buscar opciones de tratamiento.

En México, del 10 al 15% de las parejas son infértiles, 50% tienen causas
masculinas identificables, alrededor del 30% de estas permanecen con un
diagndstico “idiopatico”’(11). Dentro de las causas identificables, las genéticas se
encuentran en alrededor de 3.4% de los pacientes, pero estas incrementan su
frecuencia en pacientes con azoospermia, hasta en un 17%. Dentro de las causas
“‘idiopaticas” puede haber un alto porcentaje de pacientes subdiagnosticados, con
microdeleciones del cromosoma Y, ya que la técnica de PCR actualmente empleada
s6lo permite reconocer dos STS de cada una de las regiones AZFa, AZFb y AZFc,
en cambio la técnica de MLPA tiene 44 sondas de la region de AZF, lo que permite

identificar deleciones parciales.
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Nos propusimos investigar si entre los pacientes con resultados negativos
para microdeleciones del cromosoma Y previamente estudiados con PCR mudltiplex,
son portadores de microdeleciones parciales, para correlacionar los hallazgos con

el fenotipo del paciente.

1.4JUSTIFICACION

Cada una de las diferentes deleciones de la region Yqll presentan un
fenotipo diferente, determinar si un paciente es portador de una microdelecion,
permite establecer un prondéstico reproductivo, delimitar que pacientes son
candidatos a técnicas de reproduccion asistida, y otorgar un asesoramiento
genético para aquellos candidatos portadores de microdeleciones, ya que

invariablemente seran heredadas a toda la descendencia masculina.

1.5HIPOTESIS

Las microdeleciones parciales de la region de AZF en el cromosoma Y, son
causa de azoospermia, oligozoospermia severa, e infertiidad y pueden ser

identificadas mediante la técnica de MLPA.

1.60BJETIVOS

Objetivo general:

v Identificar microdeleciones parciales de AZF, en pacientes con azoospermia no
obstructiva u oligozoospermia severa, a través de la técnica de MLPA

(amplificacién multiple de sondas ligadas).
Objetivos especificos:

v Identificar deleciones parciales de AZF en pacientes con azoospermia u
oligozoospermia severa a través de MLPA
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v

v

Establecer la correlacion entre los datos clinicos encontrados y el estatus
reproductivo del paciente.

Correlacionar resultados moleculares y caracteristicas morfolégicas de los
espermatozoides

Informar de los resultados del estudio a los pacientes, asi como otorgar su
asesoramiento genético para que con base en la informacion otorgada, sean

capaces de tomar una decision informada.

S12-



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1ESTRUCTURA'Y EVOLUCION DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES

Los cromosomas sexuales humanos X y Y, provienen de dos autosomas
ancestros homoélogos entre si, como ocurre en practicamente todas las especies.
En algunos reptiles, anfibios y peces, por ejemplo, la determinacion del sexo esta
dada por el ambiente, como la temperatura a la que son incubados los huevos (12)
Cuando un autosoma adquiere una mutacion para la determinacion del sexo, se
“suspende” la recombinacién de dicha regién incluidas las secuencias flanqueantes
a la misma, (13) lo que causa una herencia especifica del sexo, que no depende de

factores externos.

De hecho se requieren dos mutaciones para que los sexos separados
evolucionen a partir del hermafroditismo, una que suprima la fertilidad masculina, y
otro que suprima la infertilidad femenina (14). La falta de recombinacion a lo largo
del tiempo, entre los cromosomas X y Y, ocasiona que los genes antagénicos
sexuales se vayan acumulando vy los cromosomas sexuales diverjan entre si,
haciendo que cada uno gane genes especificos del sexo. (13), esto es ventajoso ya
que de esta manera los genes determinantes del sexo, y de las funciones
especificas se iran heredando juntos.

Conforme el tiempo pasa y las generaciones avanzan, uno de los
cromosomas sexuales, en nuestro caso el cromosoma Y, va perdiendo los genes
homologos que tenia con el cromosoma X; lo que conduce a su acortamiento, y al
acumulo de mutaciones deletéreas. Los cromosomas X por su parte, en las hembras
de mamiferos, siempre tiene un homdélogo con quien recombinar, por lo que no
sufren dicho acortamiento. Recordemos que el mecanismo de recombinacion entre
autosomas homologos es un mecanismo de reparacion, y no solo sirve para generar
variabilidad (15).
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Aunque en mamiferos no se suprime la recombinacién del todo, ya que existe
una pequefia parte en la porcion subtelomérica en los cromosomas sexuales
denominada PAR (de Pseudoautosomical Region) (16) donde si se lleva a cabo la
recombinacion, representa solo una minima parte del conjunto, el resto del material
genético se queda sin recombinar, lo que lleva a un inevitable acortamiento, y esto
conduce a una expresion génica desigual entre hombres y mujeres. La solucion que
la evolucidn nos ofrece es la inactivacion de uno de los cromosomas sexuales en el
sexo homocigoto (en nuestro caso las hembras XX) (17) La compensacion de dosis
es un fendmeno comun que ocurre en los mamiferos, pero es parcial en las aves y

en algunas serpientes. (18)

Estos cambios pueden conducir a la desaparicion completa del cromosoma
Y,y a su vez llevar a la evolucién de un nuevo gen determinante del sexo en un
autosoma, o a la trasposicion de un locus determinante del sexo a un autosoma, o

a fusiones entre los autosomas y los cromosomas sexuales existentes (19).

La ausencia de recombinacion también resulta deletérea para los genes
albergados dentro de la regién no recombinante del cromosoma Y (NRY), donde se
van acumulando mutaciones, y elementos transponibles los cuales pueden
autoreplicarse e insertarse en nuevos sitos. La regidbn no recombinante, se
caracteriza por poseer repetidos en tandem, y repetidos palindrémos, lo que la hace
suceptible a eventos de recombinacion intracromosomica. Una recombinacion
desigual entre dichas secuencias puede conducir a deleciones, duplicaciones y

reordenamientos complejos (20)

2.2 CROMOSOMA Y: ORGANIZACION Y ESTRUCTURA

Dentro del cromosoma Y, existen 57 millones de pares de bases, 65 genes
codificantes para proteinas 105 genes no codificantes, 394 pseudogenes, y una
gran region heterocromatica que no ha sido posible secuenciar (21) (Figura 4). Es

el cromosoma humano mas pequefio y con la menor densidad génica, como se
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describi6 en el apartado anterior, no cuenta con un cromosoma homaologo como tal,
y se compone (ademas de genes) de una gran cantidad de secuencias repetidas. A
gran escala muestra polimorfismos estructurales pero una poca variacion en
secuencias, esta caracteristica puede ser entendida por su rol en la determinacion
del sexo masculino, y gracias a ello, se ha podido determinar en buena medida el
arbol filogenético del cromosoma Y (ya que es una regiébn que no sufre
recombinacién), y con ello se ha podido inferir el tiempo y el lugar de origen del

“Adan cromosomico”, hace aproximadamente 338,000 afos. (22)

Chrnmynsome Protein Coding Genes Short Non Coding Genes Long Mon Coding Genes  Pseudogenes
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Figura 4: Caracteristicas del cromosoma Y, genes codificantes para proteinas (rojo), genes no codificanes (azul)
Pseudogenes (gris). Obtenido Ensembl en
‘https:/ /www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/Chromosome2r=Y:3884385-3984385

El cromosoma Y puede ser dividido en 2 grandes regiones, una region

recombinante, que corresponde a la regién pseudoautosomica (PAR1 y PAR2) y
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una region no recombinante (NRY). (Figura 5) Dentro de la region recombinante
encontramos genes que se encuentra tanto en cromosoma X como en el
cromosoma Y y que son requeridos en doble dosis para el desarrollo adecuado. La
PAR1 es una region obligada para la recombinacion entre el cromosoma X y Y,
mientras que para la PAR1 no siempre es necesario recombinar. (23). El
cromosoma Y también puede ser dividido en region eucromatica (donde se
encuentran las secuencias codificantes) y la region heterocromatica, donde no hay

secuencias codificantes.

=) PAR1

Porcion no
Y recombinante de
Y(NRY)

Heterocromatina

Figura 5: Regiones dentro de los cromosomas sexuales. PAR1 Y PAR2 regiones donde se lleva a
cabo la recombinacion.

En el brazo corto, justo por debajo de PAR1, tenemos la region determinante
del sexo (SRY). SRY es el TDF (factor determinante de testiculo), codifica para una
proteina del tipo factor de transcripcion, pero no se han dilucidado todas las

secuencias sobre las cuales actia, uno de los genes candidatos es SOX9 (sex
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determining region Y box 9), cuya mutacion ha sido encontrada en pacientes con

displasia campomélica y disgenesia gonadal o regresion sexual XY. (24)

2.3GENES EN PAR1, PAR2 Y NRY

PAR1 y PAR2 contienen al menos 29 genes. PAR1 contiene genes que
escapan a la inactivacion de X (24 genes), es decir estos genes son requeridos en
doble dosis tanto en hombres como en mujeres, por ejemplo el gen SHOX esta
directamente relacionado a la Osteogenesis y la talla, cuando se carece una copia
de este gen (como en el caso de la monosomia X, o sindrome de Turner) se
producen alteraciones esqueléticas y talla baja. (25) PAR2 por otro lado contiene

solo 5 genes.

Dentro de NRY (la porcibn no recombinante) encontramos la region
eucromatica y la heterocromética. La regidbn heterocromética, no es
transcripcionalmente activa y se ha visto variacibn en su tamafio entre las
poblaciones, sin conocerse una implicacién clinica. (26). La porcion eucromatica
abarca la regidn pericentromérica tanto del brazo corto como del brazo largo del
cromosoma Y, contiene secuencias que se han dividido tradicionalmente en 3, las
transpuestas a X, las X degeneradas y ampliconicas. (27) (Figura 6). Las
secuencias traspuestas con X, son compuestas en su mayoria por elementos
repetitivos, y secuencias codificantes que se expresan ubicuamente en los tejidos,
mientras que las secuencias amplicnicas contienen genes y factores de
transcripcion que se expresan Unicamente en testiculos, contribuyen a la formacion
de gbénadas, la regulaciéon de la espermatogénesis, al desarrollo cerebral, cardiaco

y renal.
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Tabla 1: Genes en el cromosoma Y y su funcion

Gen Localiza-cién Funcioén Expresion celular en Expresion en Rol en la
testiculos otros tejidos espermatogénesi
S.
AMELY Ypll.2 Familia Amelogenina Poco RNA en RNA en tiroides Desconocido
proteinas de la matriz testiculos
extracelular
ASMT PAR1 Cataliza la reaccion final NA RNA enel Desconocido
de la sintesis de la epididimo
melatonina
ASMTL PAR1 Actividad de Células germinales y Multiple Desconocida
metiltransferasa Leydig
BPY1ly ) Ygll.221 Cadifica una proteina que Ambas son Testiculo Desconocido
BPY1B interactua con la proteina expresadas en la especifico
ubiquitin ligasa E3A 'y espermatogonia, el
AZFa puede estar involucrada espermatocito en
en el desarrollo de las preleptotoeno,
células germinales y la espermatocitos en
infertilidad masculina paquiteno,
espermatocitos
redondos y
espermatides
alargadas.
BPY2, BPY2B Yq11.223 Similar a BPY1y BPY1B RNA en testiculos Especifica de Regulacion del
y BPY2C BPY2 en testiculo citoesqueleto
AZFb/c
BPY2B en
AZFblc
y BPY2C en
AZFc
CDY1Ay Yql1.23 Cadifica una proteina que RNA en testiculos Especifica de Dominio catalitico
CDY1B contiene un cromodominio testiculo de histona
CDY1A en y un dominio catalitico acetiltransferasa
AZFblc, histona acetiltransferasa
CDY1B en
AZFby AZFc
CDY2A Yql1.222 Similar a CDY1A y CDY1B RNA en testiculos Testiculos y Regulacion de la
epididimo expresion génica y
remodelacion
AZFb post-meiética
nuclear
CRLF2 PAR1 Cadifica para un receptor NA NA NA
miembro de la familia
receptores de Citoquina
CSF2RA PAR1 La proteina codificada por RNA en Multiples tejidos, Desconocido.
este gen es la subunidad altamente
alfa de un receptor expresado en
heterodimérico para el placenta.
factor 2 estimulante de
colonias.
CSFR2Ra PAR1 Receptor que une al factor NA Expresion en Desconocido
estimulante de colonias de multiples tejidos
macréfagos-granulocitos (Solo RNA)
CSPGALY Yqll.23 Pseudogen NA NA Desconocido
AZFby AZFc
CYorfl5A Yql1.22 Pseudogen NA NA Desconocido
y CYorfl5B AZFb
DAZ1, DAZ2 Yql1.223 Cadifica para un proteina Expresados en la Proteinas Regulacién pre-
y DAZ4 DAZ1 en de unon a RNA que tiene espermato-gonia en exclusivas de meiotica de la
AZFb/c un rol importante durante preleptoteno y el testiculos transcripcion,

la espermatogenesis
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DAZ2 en
AZFblc
DAZ4 en AZFc

DAZ3 Yq11.223
AZFc
DBY »  Yqgll.22
AZFa
EIF1AY Yq11.223
AZFb
GOLGAL, Yq11.23
GOLGAZ2LY,
GOLGA3, GOLGA2LY
GOLGAS5, en AZFby
GOLGA7 AZFc
GOLGA6B y Yq11.23
GOLGA6D
GOLGA6C Yq11.23
GOLGA6L7P Yq11.23
GTPBP6 PAR1
HSFY1ly Yq11.222
HSFY 2
AZFb
HSPRY3 PAR2
IL3RA PAR1
CD99 PAR1
NLGN4Y Yq11.221
P2RY8 PAR1

Similar a DAZ1, DAZ2'y
DAZ3

Caodifica para una proteina
que forma parte de la
familia de helicasas
DEAD-box RNA

Codifica para una proteina
relacionada al factor de
inicio de la traduccion
eucarionta 12
Genes que pertenecen a
la familia de genes Golgin

Genes que pertenecen a
la familia de genes Golgin

Gen que pertenecen a la
familia de genes Golgin

Gen que pertenecen a la
familia de genes Golgin
Cadifica para una proteina
GTP de unién
Caodifica para un miembro
del factor de choque
térmico

Pseudogen

Subunidad alfa del
receptor de interleucina 3

Codifica para una
glicoproteina de superficie
celular
Codifica para un tipo de
proteina de membrana |,
gue pertenece a la familia
de proteinas adhesion

Cadifica para una proteina
G de membrama de la
familia de proteinas G
acopladas a receptor
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paquiteno de
espermatocitos

Expresado en la
espermato-gonia en
preleptoteno y el
paquiteno de
espermatocitos

Células germinales
maxima expresion en
espermatogonias

Presente en células
germinales y de
Leydig

Presente en células
germinales y de
Leydig

Espermato-gonia, y
espermatides
redondas y alargadas

Espermato-gonia, y
espermatides
redondas y alargadas
RNA en testiculos
Células germinales
Ambos RNA
expresados en
testiculos

NA

Células germinales y
de Leydig

Células germinales

RNA expresado en
testiculos

RNA en testiculos

Especifica de
testiculos

Multiples tejidos
RNA alto en
testiculos y

proteina mas alta
en amigdalas

Mdltiples tejidos

Miultiples tejidos

RNA en higado y
testiculos,
proteina solo
presente en
testiculos

Especifica de
testiculos

Especifica de
testiculos
Multiples tejidos

Especifica de

testiculos

NA

Multiples tejidos,
altamente
expresado en

cerebro y trompas

de Falopio
Miultiples tejidos

RNA expresado
en multiples
tejidos.

La proteina es

exclusiva de colon

y cerebro

Multiples tejidos

almacena-miento,
iniciacion de la
traduccion e
interaccion
proteinica.
Regulacion pre-
meiotica de la
transcripcion,
transporte y
almacena-miento,
iniciacion de la
traduccion e
interaccion
proteinica
Metabolismo del
RNA en células
germinales pre-
meiotica

Regula la
iniciacion de la
traduccion

Desconocido

Desconocido

Desconocido

Desconocido
Desconocido
Regulador de
splicing durante la
espermato-
génesis
Desconocido

Desconocido

Desconocido

Desconocido

Desconocido



PCDH11Y Ypll.2
PGPL PAR1
PLCXD1 PAR1
PPP2R3B PAR1
PRKY Ypll.2
PRY/PRY2 | Yq11.223
PRY en AZFb
RBMY1A1l | Yq11.223
AZFb
RPS4Y1ly RPS4Y1 en
RPS4Y2 Ypll.2
RPS4Y2 en
Yq11.223
AZFb
SHOX
PAR1
SLC25A6 o PAR1
ANT3, ANT3Y
SMCY Yqll1.223
AZFb
SRY Ypil.2
SYBL1 PAR2
TBL1Y Ypll.2
TGIF2LY Ypll.2

Caodifica para una proteina
con repetidos de
cadherinas

Caodifica para una proteina
de unién GTP
Desconocido

El producto de este gen
pertenece a la familia de
subunidad beta de
regulacion
Pseudogen

Similaridad de Bajo grado
a la proteina de tirosin
fosfatasa

Cadifica una proteina que
contiene un motivo de
unién RNA N-terminal, y
cuatro cajas SRGY (serina
arginina, glicina y tirosina)
en el dominio C terminal

Caodifica para isoformas de
la proteina ribosomal S4

Factor de transcripcién
asociado a la talla baja

El producto génico
funciona como un poco
cerrado que trasloca ADP
y ATP
Cadifica para una proteina
gue contiene dominios de
dedo de zinc

Factor determinante de
testiculo

Cadifica una proteina
transmembrana que es un
miembro de la familia de
receptores de la proteina
de unioén al factor sensible
a N-etilmaleimida soluble
La proteina codificada por
este gen tiene una
similitud de secuencia con
los miembros de la familia
de proteinas que
contienen repeticiones
WD40
Codifica a un miembro de
la familia de factores de
transcripcion TALE / TGIF
homeobox
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NA

Células germinales

Células germinales y
de Leydig
RNA en testiculos

NA

Poco RNA en
testiculos

Expresado en
espermatogonia,
espermatocitos en
preleptotoeno,
espermatocitos en
paquiteno,
espermatides
redondas

Ambos en en células

germinales y células
de Leydig

NA

Células germinales y
células de Leydig

RNA en testiculos

RNA en células
germinales y esperma

Ambos en células
germinales y células
de Leydig

RNA en testiculos y
prostata

RNA expresado en
testiculo

ARN en la corteza
cerebral, placenta
y vesiculas
seminales
Miultiples tejidos

Midltiples tejidos

Mdltiples tejidos
expresién mas alta
en musculo
esquelético
NA

RNA en epididimo

Especifica de
testiculo

RPS4Y1 en
multiples tejidos
RPS4Y2 en
testiculos y
préstata
solamente
Mdltiple,

Multiple

RNA en multiples
tejidos, mas alto
en intestino
delgado
Expresion
predominantement
e en testiculos
baja presencia de
RNA en piel y
tracto
gastrointestinal
Multiples tejidos

RNA alto en
prostata y tiroides

Especifica de
testiculo

Desconocido

Desconocido
Desconocido

Desconocido

Desconocido

Células
germinales,
apoptosis

Splicing de RNA 'y
metabolismo,
transduccion de
sefial. Y
regulacion
meidtica

Regulacion de
RNAmM y unién al
ribosoma

Desconocido

Desconocido

Remodelador de
cromatina en
meiosis

Inicia la
determinacion la
sexual yy el
desarrollo de las
células germinales
masculinas

Desconocido

Desconocido

Rol transcrip-
cional en
testiculos



TB4Y

TSPY1

TTTY1

TTTY2

USP9Y

uTy

XE7

XKRY

ZBED1

ZFY

Ygil.221

AZFa
Ypil.2

Ypil.2

Ypil.2

Yqil.221

AZFa

Yq11.221

AZFa

PAR1

Yql11.222

AZFb

PAR1

Ypil.2

codifica una proteina
secuestradora de actina

La proteina codificada por
este gen se encuentra
solo en el tejido testicular
y puede estar involucrada
en la espermatogénesis

RNA no codificante

RNA no codificante

Codifica para una proteina
similar a proteasa ubiquitin
especifica

Caodifica una proteina que
contiene repeticiones de
tetratricopéptidos
involucradas en las
interacciones proteina-
proteina

Parte del complejo de
spliceosome involucrado
en la regulacion del
empalme alternativo en
algunos precursores de
ARNmM
codifica una proteina que
es una proteina de
transporte de membrana
putativa

Caodifica los factores de
transcripcion que se unen
a los elementos del ADN
gue se encuentran en las

regiones promotoras de
varios genes relacionados
con la proliferacion celular
codifica una proteina que

contiene dedos de zinc
que puede funcionar como
un factor de transcripcién
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RNA en testiculos y
prostata

Espermatocitos
espermatogonia y
preleptoteno

NA

NA

RNA en testiculos

Baja expresion en
células germinales

Alto en células
germinales y bajo en
células de Leydig

En células germinales
y células de Leydig

RNA en testiculos

En células germinales
y células de Leydig

ARN mas alto en
el recto, testiculos

y prostata

Testiculo
especifica

NA

NA

Expresado en
multiples tejidos,
mas alto en
prostata

Mdltiples tejidos
ARN mas alto en
los testiculos y
proteina mas alto
en el cerebro, el
bazoy las
amigdalas

Multiples tejidos

Multiples tejidos

Multiples tejidos

Miultiples tejidos

Desconocido

Proliferacién
espermatogonial
de una manera
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PLCXD1, GTPBP6, PPP2R3B, SHOX, CRLF2, CSF2ZRA, IL3RA, SLC25A6,
ASMTL, P2RY8, AKAP17A, ASMT, DHRSX, ZBED1, CD99, XG

Y, SRY, RPS4Y1, ZFY, TGIF2LY, PCDH11Y, TSPY2, AMELY, TBL1Y,
P TSPY4, TSPY8, TSPY3, TSPY1, TSPY10

— A

Yq

| AZFa USP9Y, DDX3Y, UTY, TB4Y

= AZFb

AZFc

— VAMP7, ILSR, HSPRY3, SYBL1, CXYorf1

Figura 6: Estructura del cromosoma Y humano. En verde se muestran las regiones pseudoautosomicas, (PAR1
y PAR2) marcados en verde también se muestran los genes que son codificados por estas regiones. En color
negro la region heterocromatica en el brazo largo del cromosoma Y, y en color naranja las regiones
eucromaticas de brazo corto y brazo largo. Aqui nuestra zona de interes es la eucromatina del brazo largo dentro
de la que se encuentral las 3 regiones que componen la region AZF AZFa, AZFb y AZFc, y en color rosa algunos
genes candidatos involucrados directamente en la espermatogenesis. Figura modificada de: Colaco and Modi,
Genetics of the human Y chromosome and its association with male infertility, Reproductive Biology and
Endocrinology 2018 16:14 (25).

2.4SECUENCIAS PALINDROMICAS

Las secuencias palindromicas del cromosoma Y cubren aproximadamente
una cuarta parte de la eucromatina del cromosoma Y humano y contienen la
mayoria de los genes especificos del testiculo. La presencia de estas regiones

palindromicas se han atribuido a recientes eventos de duplicacion yl/o
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—i 1Mb

recombinacion intracromosdmico, suelen encontrarse en “espejo” donde las
secuencias palindromicas se encuentran invertidas y separadas por una secuencia

no duplicada. (27)

La region ampliconica contiene 8 grandes palindromos, que en total miden
5.7Mb, en el brazo largo del cromosoma Y (28). Dichas secuencias se han
designado como P1 a P8, basado en su localizacion respecto al telomero en Yq.

Dichas secuencias poseen una similitud entre si del 99.9% (figura 7)

P8 P7P6 P5 P4 P3 P2 P1

Cen

~HETH [ IN B 7 |

PAR1

Figura 7: Esquema representativo de la localizacién de las secuencias palindromicas denotadas por triangulos
azul claro. El espacio entre los tridngulos representa las secuencias no duplicadas espaciadoras. En negro
representado el centrémero y en verde las regiones pseudoautosomicas. Figura recuperada de: Rombetta, B.
& Cruciani, F., Y chromosome palindromes and gene conversiéon, Human Genetics (2017) Volume 136, Issue 5,
pp 605-619

2.5 CAUSAS DE LA INFERTILIDAD MASCULINA

La infertilidad es definida como la incapacidad de una pareja sexualmente
activa y que no emplea métodos anticonceptivos de lograr un embarazo en el
plazo de un afio (29). Alrededor del 15% de las parejas no logran el embarazo
en el plazo de un afio y solicitan tratamiento meédico de la infertilidad. En el 50%
de los casos se han identificado causas atribuibles al factor masculino, junto a
pardmetros seminales anormales, dentro de las causas identificables se han

encontrado las siguientes:

e |Infecciosas

e Trastornos endocrinoldgicos
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e Aumento de la temperatura escrotal (como en el varicocele)
e Factores inmunitarios

e Tumores testiculares

e Criptorquidia

e Anomalias genéticas

En alrededor del 40% de los casos, no se identifica ningun factor asociado
a infertilidad masculina. Dichos individuos no suelen presentar antecedentes de
problemas de infertilidad, ni otros antecedentes de importancia, sin embargo los
datos del espermiograma muestran una disminucion del ndamero de
espermatozoides (oligozospermia), una reduccién de la motilidad normal de los
espermatozoides (astenozoozpermia) y formas anormales de espermatozoides
(teratozoospermia) y en casos severos la ausencia completa de
espermatozoides en el eyaculado (azoospermia). Parametros que se definen
de acuerdo a los valores normales de la espermatobioscopia establecidos en el
2010 por la OMS: (30)

Tabla 2: Valores normales de la espermatobioscopia

Parametros Valores de referencia
Volumen de eyaculacion (ml) 21,5
Concentracion de >15

espermatozoides (10%/ml)

Total de espermatozoides por > 39
eyaculacion

Movilidad total (% motilidad) > 40
Movilidad progresiva (%) > 32
Vitalidad (% de espermatozoides =58
Vivos)

Morfologia (% de 215

espermatozoides con formas

normales)
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Leucocitos 106/ml <1.0
PH >7.2

Definiciones de las alteraciones en la espermatobioscopia.

= Normozoospermia: valores seminales dentro de los limites de la
normalidad.
= Oligozoospermia: nimero total de espermatozoides inferior a los valores
normales.
o Oligozoospermia leve: el eyaculado contiene entre 5 y 10
millones de espermatozoides por mililitro de semen.
o Oligozoospermia moderada: el eyaculado contiene entre 1y 5
millones de espermatozoides por mililitro de semen.
o Oligozoospermia grave cuando el eyaculado contiene menos de
un milléon de espermatozoides por mililitro de semen
o Criptozoospermia: cuando el eyaculado contiene menos de
100mil espermatozoides por ml.
= Astenozoospermia: Porcentaje de espermatozoides moéviles inferior a
los valores normales.
» Teratozoospermia: Porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales inferior a los valores de referencia.
= Azoospermia: ausencia de espermatozoides en la eyaculacion.
= Oligoastenoteratozoospermia: numero, movilidad y morfologia
inferiores a los valores de referencia.
= Necrozoospermia: Bajo porcentaje de espermatozoides vivos,
deacuerdo a los valores de referencia.
= Aspermia: Ausencia de eyaculado.
= Azoospermia obstructiva: Ausencia de espermatozoides en el
eyaculado, a pesar de haber una produccion adecuada de los mismos

debido a una obstruccion fisica, 0 mecénica, que puede tener como causa
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la ausencia de conductos deferentes, secuelas quirdrgicas (hernias
inguinales, vasectomia), infecciosas (ETS, tuberculosis), etc.
= Azoospermia no obstructiva: Ausencia de espermatozoides en el

eyaculado, debido a una baja produccion de los mismos.

Un estudio realizado por Nieschlag E., en 2010, presento los siguientes factores

asociados a la infertilidad masculina: (31)

Infertilidad idiopatica 30%
Endocrinologicos 10.1%
Criptorquidia 8.4%
Infeccion genitourinaria 9.3%
Trastornos de eyaculacion 2.4%

Enfermedades generales y|2.2%

sistémicas

Varicocele 14.8%
Factores inmunitarios 3.9%
Obstrucciones 2.2%
Tumores 7.8%

testiculares/quimioterapias

Otras anomalias 5%

Como podemos observar dentro de estas causas no se incluyen las causas
genéticas, sin embargo hay un importante 30% de pacientes de los cuales se
desconoce la causa de su infertilidad, de acuerdo a este estudio en poblacién

alemana.

Las guias de la Asociacion Americana de Medicina Reproductiva (ASRM por
sus siglas en inglés), para el abordaje diagndstico del varon infértil, y del manejo del

varén con azoospermia, incluyen como componente esencial de la evaluacion, el
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estudio de las alteraciones genéticas, que incluyen las alteraciones cromosomicas,

y las microdeleciones del cromosoma Y. (32)

2.6 CAUSAS GENETICAS DE INFERTILIDAD MASCULINA
2.6.1 SINDROME DE KLINEFELTER

Se trata de la causa mas comun de infertilidad genética reportada. Su
frecuencia estimada en la poblacion es de entre 1:500 a 1:1000 hombres.
(33,34) Su prevalencia aumenta hasta el 3-4% entre los hombres infértiles y
hasta un 10 a 12% en los pacientes azoospérmicos. (35) Este sindrome se
caracteriza por la presencia de un cromosoma X demas, el 85% de los casos
de Sindrome de Klinefleter son debidos a un solo cromosoma X aberrante
(47,XXY) Mientras que el 15% restante presenta multiples cromosomas X, o
mosaicismo. (37). El origen del cromosoma X supranumerario parece tener
una distribucién equitativa entre los pacientes con sindrome de Klinefelter

(SK) (50% de origen materno y 50% de origen paterno).

El fenotipo de estos pacientes, se ha caracterizado por presentar talla alta,
testiculos pequefos, ginecomastia, distribucién ginecoide del vello pubico y
grasa corporal, vello escaso, y datos de deficiencia de andrégenos y
testosterona, con aumento de gonadotropinas (hipogonadismo
hipergonadotropico) y disfuncion sexual. Sin embargo este fenotipo clasico
es altamente variable, y se ha visto que solo el 10% de los pacientes son
diagnosticados en etapas prepuberales, y por lo general son diagnosticados
cuando acuden a consulta por infertilidad masculina. (37). Estos pacientes
presentan un patrbn de azoospermia no obstructiva en la
espermatobioscopia, junto a estas alteraciones los pacientes con SK

presentan algun tipo de déficit cognitivo o trastorno del desarrollo intelectual.

La funcion testicular se ve afectada desde la vida fetal, donde hay una
pérdida de células germinales que continua hasta la infancia y se acelera

hacia la pubertad, que conduce a la fibrosis e hialinizacion de los conductos
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seminiferos, y a la hiperplasia de las células de Leydig, lo que da como
resultado testiculos pequefios y firmes, por lo regular con <3ml de volumen
testicular (37). Al nacer algunos nifios con SK pueden presentar datos de
hipogonadismo como micropene o criptorquidia. Los niveles de testosterona
suelen encontrarse bajos, pero esto puede variar desde extremadamente
bajo, e incluso algunos alcanzar rangos normales. Otras hormonas
reproductivas pueden encontrarse alteradas, a menudo el estriadol. La
relacion estradiol/testosterona suele encontrarse elevada con frecuencia en
estos pacientes. El fenotipo clinico y hormonal, orientan al diagnostico de

estos pacientes, siendo el estandar de oro el estudio de cariotipo.

Se han encontrado pacientes SK con produccién espermatica residual, tanto
en pacientes que presentan mosaicismo como aquellos que no. Estos
pacientes tienen mayor riesgo de producir gametos con aneuploidia de los
cromosomas sexuales hasta en un 50%. Sin embargo en estudios recientes,
han revelado que los espermatocitos primarios aneuploides, no progresan y
sufren arresto meiotico en etapas iniciales de la diferenciacion, lo que elimina

gran cantidad de espermatozoides con aneuploidias. (38)

2.6.2 ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Los hombres infértiles con translocaciones cromosémicas han mostrado
conteos de espermatozoides muy variables, que van desde conteos
normales hasta oligospermia o incluso azoospermia. (39) En hombres con
recuento de espermatozoides <10 x 10 6 / ml, las tasas de anomalias
cromosomicas se estiman en 5 a 7%, aumentando a 10 a 15% en aquellos

con azoospermia (40)

Durante la meiosis, los cromosomas homoélogos se emparejan y recombinan.
Estos pasos son cruciales para la correcta segregaciéon cromosomica y la
produccion de gametos. En las translocaciones, se generan tetra o trivalentes
gue pueden conducir a una segregacion desequilibrada y por lo tanto dar

origen a espermatozoides desequilibrados (41)
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Las translocaciones cromosOmicas son reordenamientos cromosOmicos
estructurales mas comunes observados en humanos. Entre ellas las
translocaciones robetsonianas son las mas comunes, y ocurren cuando los
brazos largos de un par de cromosomas acrocéntricos (cromosomas 13, 14,
15, 21 y 22) que pueden ser homologos o no, se fusionan, mientras que los
brazos cortos se pierden. Las translocaciones robertsonianas mas comunes
son: t(13;14) y t(14:21) (42). Las translocaciones reciprocas balanceadas le
siguen en orden de frecuencia, y se produce cuando hay un intercambio de
material genético entre dos cromosomas no homodlogos, aunque estas
pueden estar subdiagnosticadas ya que un 40% de los pacientes que tienen
una translocacién reciproca balanceada presentan conteos espermaticos

normales. (43)

En estudios recientes se ha visto que hay una mayor prevalencia de
traslocaciones reciprocas balanceadas en pacientes masculinos con
infertilidad, y que presentan conteos espermaticos menos severos que los
pacientes que presentan una translocacién robertsoniana. A pesar de que los
pacientes con traslocaciones robertsonianas presentan los conteos
espermaticos mas pobres, el porcentaje de embriones balanceados
obtenidos después de la fertilizacion in vitro, fue mas favorable en ellos que

en aquellos portadores de translocaciones reciprocas balanceadas (42).

Las alteraciones cromosomicas reportadas en pacientes con oligoospermia

y azoospermia en orden de frecuencia son: (40)

e Translocaciones reciprocas 1%
e Translocaciones robertsonianas 0.7%

e Traslocacion gonosoma-autosoma 0.4%

Detectar estas alteraciones mediante el cariotipo convencional, es
imprescindible ya que la segregacion anémala de los cromosomas con
translocacibn a menudo pueden dar como resultado Deleciones o
duplicaciones de material genético, y dar origen a productos con defectos

congeénitos, y abortos espontaneos.
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2.6.3 MICRODELECIONES DEL CROMOSOMA'Y

En un estudio prospectivo de 9 afios llevado a cabo en Inglaterra (44), sobre
1737 pacientes con un recuento reducido de espermatozoides, se encontro
la causa etiolégica para un 40% de los pacientes, sin embargo un 75% de los
pacientes con oligozoospermia permanecieron con causa idiopatica. Las

causas genéticas se encontraron como siguen:

Anomalias de los cromosomas sexuales | 4.1% (71/1737)
(Klinefelter y sus mosaicos)

Deleciones de Cromosoma Y (AZF) 2.3% (40/1735)

Aberraciones cromosémicas en autosomas | 0.7% (13/1737)

(translocaciones)

Mutaciones en CTFR 0.6% (11/1735)

Como podemos observar, las microdeleciones del cromosoma Y
especificamente del factor de azoospermia, son la segunda causa mas
frecuente de infertilidad y falla espermatogénica. Se estima que entre el 10y
15% de los hombres infértiles tieien una microdelecion de AZF como causa

de la falla espermatogénica.

La deteccion de estas microdeleciones ha atraido la atencion en los ultimos
afios, no solo para diagnosticar la etiologia de la azoospermia y
oligozoospermia sino que también proporciona a los paciones un tiempo
oportuno para la terapia repdoductiva asistida oportuna y adecuada.
Desafortunadamente las microdeleciones son demasiado pequeiias para ser
evaluadas mediante el cariotipo. Se ha visto una clara correlacion entre el

fenotipo clinico y la extensién de las microdeleciones.
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Las eliminaciones de toda la region AZFa, condiciona a la azoospermia grave
y al sindrome de sélo células de Sertoli. (45). De hecho esta region
desempefia un papel clave durante la espermatogénesis durante las
primeras etapas, asi como la supervivencia de las células germinales (46).
Como consecuencia estos pacientes no son candidatos para las técnicas de

reproduccion asistida,

En los casos de eliminacion de AZFb, s6lo se han encontrado
espermatozoides cuando se tratan de deleciones parciales, ya que cuando
se trata de eliminaciones completas no suelen encontrarse espermatozoides
maduros, (47). Las eliminaciones en la region de AZFc, tienen un fenotipo
altamente variable que va desde oligozoospermia hasta azoospermia. Se ha
aceptado en general que la regién de AZFc es esencial para completar el
proceso espermatogénico y que la deficiencia de AZFc dara como resultado
la hipospermatogénesis. (48). Estos pacientes suelen ser los mejores
candidatos para las técnicas de reproduccion asistida, asi como a la

criopreservacion de semen en la edad adulta temprana.

En resumen, el tipo de microdeleciones de AZF puede proporcionar mucha
informacion efectiva para el diagnostico clinico y el tratamiento de la
infertilidad masculina. Mientras examinamos estas microdeleciones de AZF,
podemos elegir oportunamente los tratamientos médicos y quirdrgicos

adecuados para el hombre infértil

-31-



CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1MATERIALES Y PACIENTES DE ESTUDIO

De 60 pacientes enviados a la consulta de Genética Medica del Centro

Médico Nacional 20 de Noviembre, con diagnéstico de infertilidad, fueron

seleccionados, 12 pacientes que cumplian las siguientes caracteristicas, para

determinar el universo de trabajo:

Pacientes cuyos resultados de espermatobioscopia demostraron azoospermia
u oligozoospermia severa

Pacientes sin obstruccion de los conductos deferentes confirmado por USG
testicular

Pacientes con cariotipo normal

Pacientes con estudio de PCR multiplex para Deleciones de cromosoma Y
negativo

Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmen la carta de

consentimiento informado

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes con antecedentes de

comorbilidades que pudieran repercutir en funcion espermatogénica tales como:

Alteraciones cromosomicas identificadas por cariotipo

Enfermedades infecciosas (parotiditis, enfermedades de transmisién sexual,
etc)

Azoospermia obstructiva

Tumores testiculares, radiacion, quimioterapia, etc.

Antecedente de criptorquidia, con tratamiento tardio

Varicocele

Finalmente fueron eliminados del estudio aquellos pacientes que:
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¢ No otorgaron su consentimiento informado.

e Casos cuyas muestras biolégicas sean insuficientes para su analisis

Descripcion operacional de las variables

Variable independiente

1. Microdeleciones parciales de AZF

. Definicién conceptual: Tipo de mutacion genética en la cual se pierde
material genético, desde solo nucleétido hasta un fragmento
cromosomico, que abarca la region critica de AZF en el cromosoma
Y.

o Definicion operacional: Ausencia de ligacion de sondas para la region
critica de AZF, constituida por la falta de dicho fragmento y
representada con la ausencia de su aplificacion en el
electroferograma.

. Dimensiones: Cualitativa, dicotbmica (presente o no)

Variables dependientes:

1. Oligozoospermia severa
¢ Definicion conceptual: Causa de infertilidad masculina, donde el
semen contiene una baja cantidad de espermatozoides.
¢ Definicion operacional: un conteo espermatico menor a 15
millones/mililitro de eyaculado, en el estudio de espermatobioscopia.

e Dimensiones: cuantitativa discreta

2. Azoospermia
e Definicion conceptual: Ausencia de espermatozoides en el semen.
¢ Definicion operacional: Un conteo espermatico de 0 en el eyaculado

e Dimensiones: Cuantitativa discreta
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3.2 METODO PARA EL ANALISIS DE MICRODELECIONES DEL

CROMOSOMA' Y

Para iniciar con el estudio de las microdeleciones, fue necesario extraer DNA

genomico a partir de la muestra sanguinea de nuestros pacientes, para lo cual se

empleé un método que combina la técnica salina con la precipitacion con

cloroformo-isoamilico en dos fases:

Primera fase de la extraccion de DNA

1.

© © N o 0 b~ W

Tomar 500u de sangre total anticoagulada con EDTA, y se deposita en
microtubo de 1.5ml.

Adicionar 500 de solucién de lisis de eritrocitos (cloruro de amonio, EDTA,
bicarbonato de sodio) y mezclar en el vortex.

Incubar a 4° C por 30 min

Centrifugar a 14,000rpm durante 2 min, y decantar sobrenadante.

Lavar con 1ml de solucion de lisis y mezclar en el vértex

Centrifugar a 14,000rpm durante 2 min, y decantar sobrenadante.

Lavar con 1ml de solucion de lisis y mezclar en el vortex

Centrifugar a 14,000rpm durante 2 min, y decantar sobrenadante.

Lavar con 1ml de solucion de lisis y mezclar en el vortex

10.Resuspender el botén en 5704 de NaCL 5.0mM y se mexclé en el vértex

11.Adicionar 40 p de SDS al 10% v/v y se mezcl6 en el vortex por 5 min.

12.Adicionar 300p de NaCl saturado y se mezcl6 en el vortex.

13. Centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos

14.Recuperar la fase liquida

15. Adicionar 600u de cloroformo alcohol isoamilico en proporcion 49:1, y

mezclar en el vortex por 2 minutos

16. Centrifugar a 14,000 rpm por 6 minutos.
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17.Transferir la fase superior del tubo a un frasco esteril con 5ml de etanol
absoluto frio (-20° C)
18. Almacenar toda la noche a -20° C.

Segunda fase de la extraccion de DNA:

1. Tomar con una micropipeta cuidadosamente el DNA flotante del etanol y
transferirlo a un microtubo de 0.5ml que contiene 400 p de etanol al 70-75%.

2. Centrifugar a 14,000 rpm por 6 minutos y decantar el etanol.

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

4. Resuspender el boton con agua libre de DNAsas de acuerdo al tamafio del
boton.

5. Cuantificar la concentracion del DNA por especofotometria UV usando un
espectofotometro Nanodrop® (Thermo Scientific), tomando la razén 260/280
como calidad de la extraccion del DNA. La integridad del DNA se verifico en
un gel de agarosa al 1%.

3.2.1 Fundamentos de la prueba de MLPA

MLPA (Amplificacién de la sonda dependiente de la ligacion multiplex) es un
método de PCR multiple que detecta nimeros de copias anormales de hasta 60
secuencias de ADN gendmico diferentes, que pueden distinguir secuencias que
difieren en un solo nucleétido (48). No solo permite identificar DNA, si no también
RNA, anadlisis de metilacion, y cuantificacion relativa del mRNA. Una ventaja
adicional de esta técnica es que permite detectar variaciones en el nimero de
copias, como deleciones, duplicaciones y permite analizar genes que son

demasiado grandes para otras técnicas como la secuenciacion. (49)
La técnica de MLPA se basa en una primera reaccion de union ligacion de

sondas con la zona homologa de interés, solo las sondas que hayan hibridado

podran ser ligadas y posteriormente amplificadas por PCR. Mediante un analisis de
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fragmentos y aprovechando la diferencia de tamafo de cada una de las sondas se

podran identificar aberraciones en el nimero de copias gendémicas.

Cada sonda utilizada consiste en dos fragmentos de oligonucleétidos, los
cuales hibridan uno junto al otro en una secuencia especifica complementaria. Solo
si ambas sondas hibridan, se podra llevar a cabo la ligacion y la amplificacion del
fragmento de tamafo especifico mediante una PCR convencional. (49) (figura 9).
Los oligonucleotidos son de un tamarfio variable de 50 a 70nt, y la sonda unida a
ellos tiene un tamafio bien definido el cual detectable mediante el analisis de
fragmentos en un secuenciador. Cada uno de los fragmentos es separado mediante
electroforesis capilar, como cada sonda tiene un tamafio determinado, los
fragmentos son separados por su longitud, dando como resultado una grafica como

se muestra en la figura 10.

How MLPA® works

1. Denaturation/2. Hybridisation: Left (LPO) and Right Probe Oligo (RPO) bind to their target DNA

Figura 9: Se muestra la estructura de
la sonda, el primer forward se

i muestra en rojo, el fragmento reverso

3. Tigation: Hybridised probe oligos are ligated by ligase enzyme. en amarillo, la secuencia de
hibridacion en azul obscuro, y la
secuencia blanco en gris claro.
(Obtenido de MRC Holland®)

5. Fragment Separation: PCR products are separated by length.

_REFERENCE SAMPLE 1 TEST SAMPLE X

NSE

Flucrescense
<
<

ARG, o AL A SR L ANUA A L oW AL AR RS LA A B
Probes sorted by length (nt) Probes sorted by length (nt)
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Figura 10: Graficos que muestran el resultado del analisis de fragmentos, posterior a la electroforesis capilar.

v

Se identifican los fragmentos mediante una electroforesis capilar, que cuente con
un software para analizar fragmentos

Cada pico representa una sonda diferente

El tamafio del pico representa el nimero de copas para ese fragmento (importancia

de los controles)

Dentro De esta prueba existen fragmentos de control, que permiten identificar fallas en la

misma como siguen.

e N I e

Benchmarkfragment 92 Para comparar otros fragmentos de
calidad
Q- Fragments 64,70,76y 82 Se muestran altos cuando la muestra de

DNA es escasa o la ligacion fallé. (>33% de
los fragmentos 92nt Benchmarck)

D- Fragments 88, 96 Bajos, en caso de que el DNA tuvierauna

pobre desnaturalizacaion (<50% de la
longitud del fragmento g2nt Benchmark)

XyY fragments 100, 105 Control para las muestras.

Ventajas de la prueba:

v' Permite analizar multiples secuencias en una sola reaccion (alrededor de
50)

v" No requiere grandes cantidades de DNA

v' Es una técnica economica y facil de usar si se siguen las recomendaciones

v' Rapida y da un alto rendimiento.

v El protocolo es idéntico para muchas aplicaciones diferentes.

v' Permite detectar un rango amplio de alteraciones gendmicas tanto
mutaciones puntuales como deleciones y duplicaciones que afectan exones,
intrones, o grandes regiones cromosdmicas.

Desventajas:
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X No detecta variaciones en el numero de copias, en las secuencias para las
gue no se han disefiado sondas

Si hay polimorfismos, la hibridacion de la sonda se ve afectada

No se pueden detectar translocaciones balanceadas

Es sensible a la contaminacion de la muestra.

La mayoria de las mutaciones puntuales no son detectadas por esta técnica.

X X X X X

Se deben confirmar las variantes en el nUmero de copias mediante otra
técnica (QPCR).
X La patogenicidad de las variantes en el nimero de copias, deben ser

confirmadas en las bases de datos.

3.2.2 Técnica de MLPA
Materiales:
Agua ultrapura
TE (Tris-HCL. pH 8.0 +0.1mM EDTA
Tubos para PCR 0.2ml
Termociclador
Equipo para electroforesis capilar
Programa para analisis de resultados Coffalyser, asi como las librerias.
Muestra de DNA
Kit de MLPA (MRC-Holland®)
SALSA MLPA buffer (amarillo)
Probemix (negro) - Oligonucleotidos sintéticos y purificados de
bacterias, Tris-HCL, EDTA
SALSA Ligase-65 (verde) - Ligasa de origen bacteriano
Ligasa Buffer Ay B (blanco y transparente)(coenzimas, detergente no
ionico, Cloruro de magnesio, etc)
SALSA PCR Mix-> DNTPs, KCL, EDTA, y oligonucledtidos sintéticos
fluorecentes. (café)
SALSA Polimerasa - Enzima polimerasa de origen animal, EDTA,

KCL, glicerol, etc. (naranja)
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Para llevar a cabo esta técnica se requiere:

v

1.

Muestras de DNA purificadas a una concentracion de 50-250ng/ul (ideal de
50 a 100)
Controles negativos (Individuos sanos) Colocar 1 muestra de referencia por
cada 7 muestras a analizar.
Controles positivos=> es recomendable incluir uno cuando este disponible.
Un control blanco sin muestra de DNA. (agua o TE)
Todos los Buffers deben ser mezclados (vortex) antes de ser utilizados,
excepto las enzimas (ligasa y polimerasa)
Programa para el termociclador durante la reaccion:
1. Desnaturalizacion del DNA
= 98°C - 5 minutos
= 25°C - pausa
2. Reaccion de hibridacion
= 95°C - 1 minuto
= 60°C - Pausa
3. Reaccion de ligacion
= 54°C- Pausa
= 54°C- 15 min.
= 98°C-> 5min
= 20°C- Pausa
4. Reaccion de PCR
= 35 ciclos:
95° C 30 seg.
60° C 30 seg
72° C 60 seg
= 72°C 20 min
= 15°C Pausa
Desnaturalizacion:

a. Etiquetar cada tubo
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b. Agregar 5u de muestra (DNA a una concentracion de 50-100ng/ul)
c. Colocar las muestras en el termociclador a 98° C por 5 min y enfriar a
25° C.
2. Hibridacion:
a. Preparar la mezcla para la reaccion de hibridacion: para cada reaccion
colocar:
i. 1.5pl de MLPA buffer (amarillo)
i. 1.5pl de Probemix (negro)

ii. Agregar 3 pl de la mezcla a cada muestra
iv. Continuar el programa en el termociclador.
1. Incubar Imin a 95° C
2. Luego incubar a 60° C por 16 a 20 hrs.
3. Ligacion:
a. Preparar la reaccién de ligacion para cada muestra
i. 25 pl de agua ultrapura
ii. 3 uldeligasa A (transparente)
iii. 3 ul de ligasa B (blanco)
iv. 1 pl de ligasa -65 (verde)

b. Continuar el programa en el termociclador a 54° C cuando se
encuentre a dicha temperatura sin sacar las muestras del
termociclador agregar 32 pl de la mezcla de ligacion y mezclar
pipeteando gentilmente.

c. Continuar el programa del termociclador:

i. 54° C por 15min
ii. 98°C por5 min
iii. 20° C Pausa—> remover las muestras del termociclador.
4. Reaccion de PCR
a. Preparar la Mezcla para la PCR para cada reaccion agregar:
i. 7.5 ul de agua ultrapura
ii. 2 ulde SALSA PCR mix (café)
iii. 0.5 ul de SALSA Polimerasa (naranja)
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iv. Mezclar pipeteando.
b. A temperatura ambiente, agregar 10 pl de la mezcla a cada reaccion
y mezclar pipeteando
c. Colocar los tubos en el termociclador y continuar el programa:
i. 35 ciclos:
+ 95°C 30 seg.
+ 60°C 30seg
+ 72°C 60 seg
ii. 72°C 20 min
iii. 15° C Pausa.
5. Electroforesis capilar: Dependiendo del tipo de equipo que se disponga
para hacer la electroforesis capilar el fabricante nos hace recomendaciones
en cuanto a la cantidad de muestra, formamida, o elementos que se

requieren para ella

7.3. ELECTROPHORESIS SPECIFICATIONS

Instrument Primer Dye Capillaries Injection mixture
Beckman /SCIEX Cys 33am 1 pl PCR reaction®
CEQ-2000 : : 0.5 pl CEQ - size standard 600"
CEQ-8000/GeXP single rail 28.5 pl HiDi formamide / Beckman SLS
CEQ-8800/GeXP dual rail Add one drop of high quality mineral oil.
GeXP
ABI-Prism 3100 (Avant) FAM 36, 50 cm 0.7 pl PCR reaction®
ABI-3130 (xL) 0.3 pl ROX or 0.2 pl LIZ GS 500 size standard
ABI-3500 (xL) 9 pl HIDi formamide
ABI-3730 (xL) Seal the injection plate. Heat 3 min at 86°C, coal for 2 min at 4°C7,
ABI-SeqStudio FAM 28 am 0.8yl PCR reaction®
0.3 pl ROX/LIZ GS500 size standard
12 pl HiDi formamide
Seal the injection plate. Heat 3 min at 86°C, cool for 2 min at 4°C%.

* Never use more than 10% of the PCR product in the injection mixture.
® Reduce volume of size standard if needed.

Obtenido de MRC-Holland®

En nuestro caso utilizamos un secuenciador CEQ-8000
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3.2.3 Sondas y regiones utilizadas en el kit de MLPA

Probe Distance
) . ] probe (kb)
279 SRY probe 01023-128750 278742 | GCACTGAAAGCT-GTAACTCTAAGT 9418.8
AZFa locus:

315 | RPS24P1 probe 20393128553 12206264 | TTACAGAAGGTA-TGTCCTTGCACT 282
sYB2 STS marker 12207374

227 RP524P1 probe 15235-1 18627 12234480 | TCOCTAGTGCTA-CTGCCTCACTTA 127.6
sY1064 STS marker 12321375

250 ARSEP probe 11818-1 28545 12362126 | ACCTTCCCAGCA-AGCOGCCTTGAA 154.4
SYBb 515 marker 12485656

370 USP9Y probe 15744-1 28758 12516542 | ATCATGTGGCAT-TACCTCATTIGC 138.8
sYBS S5TS marker 12525880

336 USP9Y probe 118526-1 28756 12655385 | GAAAGGUAAGGA-CTTTACCTTAAA 130.9
sYB4 575 marker 12678104

256 USPIY probe 11821-1 12616 12786240 | TEGAGAAGGCAA-ACTTAGTCCACT 128.8
Y1324 STS marker 12790267
Y1316 STS marker 12791368
sY1714 5TS marker 12859074

234 DDX3Y probe 11816-112611 12915001 | AAGCAAAGAACA-TGTCAGTGALCTA 2.1

308 DDX3Y probe 13061-1 28753 129170657 | AGCCTTCACTCT-TGTTATTGCTTA 331.1
sY1065 STS marker 13110496
sY1182 5TS marker 13112000

348 UTY probe 11828-1 19232 13248173 | TGCATTATTGCA-GTACTTTCTICA 4.7

3728 + | UTY probe 20392-| 28932 13302888 | ATTGGTOCAGGA-GATTGTGAATGG 301.5
sYB8 STS marker 13492083

215+ | UTY probe 11812113342 13604368 | AGGATCCTGGAT-ATTOCACTACCA 159.0

342 BPY1 probe 15243-L 28903 13763364 | TOCOCTTTCTACA-CTTAGATCTCTG 161.4

184 VCY1B probe 15238-117485 13924779 | GCATATTGAGTA-GATCATTCCTAG 153.7
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Probe Distance
Length SALSA MLPA prot : Partial sequence (24 nt o '
(nt) (hg38) adjacent to ligation site) be (kb)|
403 VCY1B probe 11852-L18631 14078518 | CACGTTOGCTCA-GTTCTCACTGAT 159
355 VCY1B probe 20394-L18629 14237473 | GGAGTAGACCAA-GAGAGGAATATA 209.5
463 NLGN4Y probe 11853-L12650 14447009 | TTCTGOGTGGCA-TCACAGTCTTCC 3007.7
s¥105 S5T5S marker 17245407
AZFb locus:
160 CDY2B probe 15236-L17486 17454741 | TTCCAGCCAGGA-CACATCTGGAAA 5.1
291 H | CDY2B probe 11759-L 28751 17459821 | CTTCTGGCTGAA-CTGOGGECACCARA 492.7
220 CDY2A probe 20673-L18625 17952534 | GGCTGTTAATGA-ATTOGTTAATGE 0.1
239 | CDY2A probe 15245-1 28543 17952663 | ATTTTCTGT TAA-CCTTAGTGTAANL 1.8
sY1024 STS marker 17954445
291 H | CDY2B probe 11759-L28751 184461132 | CTTCTGGCTGAA-CTGOGGECACCAA 970.7
s¥1224 STS marker 18449738
398 H | HSFY1 probe 15247-L18630 18543186 | ATTTGATGATGA-AGATTTAGCAGA 84.4
sY1967 STS marker 18590923
436 H | HSFY1 probe 12740-L18632 18627607 | AAAGAACACATA-CCAATATAGCTG 21.1
s¥1309 5T5 marker 18640156
410 HSFY1 probe 11772-112555 18648702 | CTGGACTATGGA-TGCAACTTOCGA 80.3
436 H | HSFY1 probe 12740-L18632 18692719 | AAAGAACACATA-CCAATATAGCTG 4.4
sY1967 STS marker 18729004
398 H | HSFY1 probe 15247-L18630 18777144 | ATTTGATGATGA-AGATT TAGCAGA 555.3
£Y121 5TS marker 18890191
£¥3199 STS marker 18978781
245 KDMSD probe 11754-1 28544 19332437 | CCAACAAAGTCT-TACAATTATACT 587.9
445 KDMS5D probe 11776-1L12559 19920317 | CTGATTGGAGCA-CTCAGCCT AAAC 78.0
208 KDMS5D probe 11747-112530 19998258 | GACCAGGTTCAT-GCCAATATATTT 20.0
273 KDMS5D probe 21365-131361 20017832 | GATCTGAAGTTA-CTGATGAATCTG 390.7
sY127 5T5 marker 20408530
499 EIF1AY probe 15249- 28507 20483261 | ACTTTCTAAATG-TTICTTGAATGTA 465.4
136 EIF1AY probe 11734-L12517 20507396 | CCTGATTCTCCA-ATGGCTTCATAG 1771.9
s¥1233 5TS marker 20575614
5¥134 5TS marker 21394174
sY142 ST5 marker 21831727
5Y143 5TS marker 21831756
s¥3010 5TS marker 21860648
427 RBMY1] probe 11774128902 22279283 | TGGCAAATCCAT-AATATTACAACA 6.4
263 REMY1] probe 11757-128748 22285703 | TACAACCAGAGA-TAATGTAAATAG 441.2
sY2990 S5TS marker 22357096
sY1197 STS marker 22377470
AZFc locus:
£¥1192 STS marker 22726630
418 BPY2 probe 11773-L12556 22726854 | TTTACATGGTAA-ATTGATGTGCTT 0.5
166 BEPY2 probe 11739-113811 22727392 | TAGGAGAARATA-ACAAAATAATGA 1.7
178 BPY2 probe 11740-114251 22729077 | CACAGARATATA-TACACTGTTTGA 42.6
s¥1191 5TS marker 22729472
486 | BPY2 probe 15248-L17487 22771726 | TCTTTIGTATTCA-TGCCAAGAAACG 49.2
376 | BPY2 probe 11768-L28759 22820917 | TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG 45.6
s5Y153 5TS marker copy 1 22866497
s¥254 S5TS marker copy 1 23170045
5Y254 5TS marker copy 2 23180885
s¥1307 S5TS marker copy 1 23207970
sY1189 575 marker 23358832
sY1291 STS marker 23358922
284 H | DAZ2 probe 12738-L14632 23375997 | GTTCAGCTGGOA-AGCTAGCTGTGE 98.0
301 H | DAZ2 probe 11761-128752 23473986 | AGTATATTCCCA-TTCCTAATAATG 242.0
s¥1050 STS marker copy 1 23702572
267 H | DAZ2 probe 11758-128912 23716012 | CAGTGCTTCTGA-ATGATTTTCAGT 196.1
sY2858 5TS marker copy 1 23718095
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Probe q Distance
Length SALSA MLPA probe start | Lartialsequence(24nt | " L.
(nt) (hg38) adjacent to ligation site) be (kb)
sY1742 5TS marker copy 1 23719123
362 H | COY1E probe 1524638757 23012085 | CCTTACTGCTTA-AGGOCGTATTIC 193.1
239 @ | CDY2A probe 15245-| 28543 24105184 | ATTTTCTGT TAA-CCTTAGTGTAAA 300.3
sY1206 5TS marker 24380298
486 @ | BPY2Z probe 15248-L17487 24405469 | TCTTTGTATTCA-TGCCAAGAAACG 49.2
376 @ | BPY2Z probe 11768-L28759 24454665 | TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG 760.7
5Y153 5T5 marker copy 2 24500246
sY1307 5TS marker copy 2 24822355
5Y254 5T5 marker copy 3 24840815
5Y254 5T5 marker copy 4 24851663
376 @ | BPY2 probe 11768-L28759 25215367 | TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG 49.2
486 0 | BPY2 probe 15248-L17487 25264573 | TCTTTGTATTCA-TGCCAAGAAACG 300.3
s¥1206 5TS marker copy 1 25289446
5¥255 S5TS marker copy 1 25374204
239w | CDY2A probe 15245- 28543 20564875 | ATTTTCTGTTAA-CCTTAGTGTAAA 193.1
362 H | CDY1B probe 15246-1 28757 25757938 | CCTTACTGCTTA-AGGCOGTATTIC 196.0
267 H | DAZ2 probe 11758128912 25953979 | CAGTGCTTCTGA-ATGATTTTCAGT 2426
s¥1050 5TS marker copy 2 25967161
301 H | DAZ2 probe 11761- 28752 26196541 | AGTATATTCCCA-TTCCTAATAATG 98.0
284 H | DAZ2 probe 12738114632 26294558 | GTTCAGCTGGECA-AGCTAGCTGTGE 41.1
s¥1201 5TS marker 26311168
142 PPP1R12BP probe 12733-11479% 26335630 | AGCATTTGGAGA-TGCTCCAGAMGA 88.4
391 RBEMY2DP probe 15241-L12617 26423998 | CACTGAATGGAA-AAGTACAGCTGG
5Y255 5T5 marker copy 2 26988591
sY255 5T5 marker copy 3 26999439

H These probes detect 2 sequences (for a detailed explanation, please see Table 43).
b These probes detect 3 sequences (for a detailed explanation, please see Table 4b).
+ The 105 nt ¥ probe detects a sequence located 52 kb after the 328 nt probe and 250 kb before the 215 nt probe

3.3 ANALISIS DE RESULTADOS:

El andlisis de datos se realiza en dos pasos:

a. Analisis de fragmentos

La técnica de MLPA puede detectar diferencias relativas al comparar
patrones de pico de las muestras de DNA. La altura relativa de cada pico de sonda
individual, en comparacion con la altura de pico de las sondas de referencia. Una
deteccion de una o mas secuencias son visibles con una disminucion en la altura
del pico, mientras que un aumento en la altura del pico refleja un aumento en el

namero de copias.
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b. Analisis comparativo

Los resultados de los electroferogramas obtenidos del secuenciador
CEQ8000, se analizaron posteriormente mediante el uso del software de Coffalyser
de MRC Holland que calcula las proporciones de las sondas, una proporcion de 1.0
significa un numero de copias normal, la proporcibn de 0.5 una delecion

heterocigota y la proporcion de 1.5 una duplicacion heterocigota

5 REFERENCE SAMPLE 1 - copy number ratios TEST SAMPLE A - copy number ratios
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https//:www.mlpa.com/WebFormMain

Las variantes encontradas se buscaron en las bases de datos de ClinvVar y
DGV (Database Genomic Variants) (50,51) para su clasificacibn como variantes
patdgenas, benignas o de significado incierto. (Bases de datos del Genoma

Humano)

Se utilizar6 la base de datos de Excel para ordenar la informacion
epidemioldgica y clinica de los pacientes asi como los resultados del andlisis

genético. El procesamiento de los datos (variantes genéticas y caracteristicas
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clinicas) se realizara con el programa SPSS V.16, y para la correlacion especifica
entre el genotipo y el fenotipo utilizé la prueba de ANOVA de una via, por tratarse

de variables descriptivas.

La correlacion fenotipo genotipo se presenta en un cuadro simple, donde se
anotan los genes deletados, los fenotipos encontrados en los pacientes y los

fenotipos reportados previamente en la literatura.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
Se seleccionaron 12 pacientes masculinos con diagnéstico de infertilidad, de
un total de 60 muestras previamente utilizadas en el proyecto de investigacion:
“Analisis genético como parte del estudio integral de la pareja infértil” con nimero
de registro: 143.2013 en la Coordinacion de Investigacion del CMN “20 de
Noviembre”. Muestras que fueron utilizadas para la determinacion STS de AZF por
PCR multiplex.

Los 12 casos seleccionados cumplieron con los criterios de seleccion para el

presente estudio:

o Pacientes cuyos resultados de espermatobioscopia demostraron
azoospermia u oligozoospermia severa

o Pacientes sin obstruccién de los conductos deferentes confirmado por
USG testicular

o Pacientes con cariotipo normal

o Pacientes con estudio de PCR multiplex para deleciones de cromosoma
Y negativo

o Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron la carta de

consentimiento informado

Previo consentimiento informado se obtuvieron datos clinicos y de
laboratorio de los expedientes electrénicos de los pacientes. La firma del
consentimiento también otorgd la autorizacion del uso de muestras biologicas
resguardadas en el Laboratorio de Medicina para el proyecto no. 143.2013, para el
andlisis de AZF por MLPA.

Los datos obtenidos fueron:

e Edad del paciente

e Resultados de espermatobioscopias

e Estudio de cariotipo

e Resultado para Deleciones del cromosoma Y por medio de PCR multiplex.

¢ Resultado de biopsia

- 47 -



Los datos de los sujetos se resumen en la siguiente tabla:

ESPERMATOBIOSCOPIAS

a o 8 7 o E
S 2| 2| 28| S| 2| w|8| E| & |4E
Gl < g 3 = 2| 2 E 3 6| <3 BIOPSIA
2 2 - 2 g S =] = @ | o=
) = o
= é < E = z S b
(-9
25 [ 70 | 30
A M 0, 0, 0, 0, 0, 0,
93 50% | 0% | % | % | % | 70% DETENCION DE LA MADURACION Y ATROFIA
131 | 74M | 0% |100% 100% | 46,XY | NEG MODERADA
23| o 0 0 o| oo 0 | 46XY | NEG DETENCION DE LA MADURACION
60 | 40
3|31 | 0.4M | 50% | 50% | 0% | % | % | 50% | 46,XY | NEG NO REALIZO
10 | 70 | 30
145M | 28% | 66% | % | % | % | 70%
90 | 10
4|38 | 5M | 40% | 60% | 5% | % | % | 100% | 46,XY | NEG NO REALIZO
DETENCION DE LA MADURACION DEL EPITELIO
5(3 | 0 0 0 o| oo 0 | 46XY | NEG | GERMINAL A NIVEL DE ESPERMATIDES REDONDAS.
ESCASA HIALINOSIS, DETENCION EN LA
6| 31 0 0 0 oo | o 0 | 46XY | NEG MADURACION A DIFERENTES NIVELES
30 | 70
81M | 30% | 70% | - | % | % | 70%
15 | 58 | 42
7| 38 |66MIL| 42% | 47% | % | % | % | 58% | 46,XY | NEG | DETENCION DE LA MADURACION ESPERMATICA.
15 | 60 | 40
8|33 | 48M | 36% | 51% | % | % | % | 50% | 46XY | NEG NO REALIZO
9| 33 0 0 0 o| oo 0 | 46,XY | NEG RETENCION PARCIAL DE LA ESPERMIOGENESIS
37M | 2% | 98% | 8% | - - | 25%
1 80 | 20
0| 37 | 458 | 75% | 25% % | % | 15% | 46,XY | NEG NO REALIZO
1
13| 0 0 0 o| oo 0 | 46XY | NEG AUN EN ESTUDIO
1
23| 0 0 0 oo | o 0 | 46XY | NEG AUN EN ESTUDIO

Tres pacientes (muestras 1, 4 y 7) mostraron oligozoospermia leve (25%).

Dos pacientes (muestras 3 y 8) presentaron oligozoospermia moderada (16.6%). El

50% de los pacientes (6/12) presentaron azoospermia. Un paciente que en un

principio no presento alteraciones en el conteo espermatico, fue incluido en el

estudio porgue en un segundo estudio de espermatobioscopia presento

criptozoospermia (paciente 10). No fue posible realizar biopsia testicular a todos los

pacientes
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Para el estudio de microdeleciones de AZF en los pacientes seleccionados,
se utilizo el kit SALSA MLPA P360 del Cromosoma Y, que contiene 16 sondas que
detectan secuencias de los genes RPS24P1, ARSEP, USP9Y, DDX3Y, UTY, BPY1,
VCY1B y NLGN4Y de la region AZFa.

Para el estudio de la region AZFb, el kit de MLPA tiene 15 sondas que
detectan secuencias de RBMY1J, CDY2A, CDY2B, KDM5D, E1F1AY y HSFY1. Y
para el analisis de AZFc, el kit cuenta con 12 sondas para secuecias de los genes
DAZ2, BPY2, CDY2A y CDY1B.

El kit P360 contiene 55 sondas que amplifican productos de 130 a 507
nucleotidos, 41 sondas de AZF y 12 sondas de referencia (diferentes localizaciones

en cromosomas autosoémicos).

El Kit de MLPA utilizado en para el estudio, cuenta con el patron

electroforético de un control masculino sano que se muestra en la figura 11:
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Figura 11: Patron electroforético de un masculino sano. En verde se encuentran circulados los

fragmentos de control. En amarillo se encuentran circulados los fragmentos de la region AZFa, en azul los
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fragmentos de la region AZFb y en rosa los fragmentos que corresponden a la regién de AZFc. (Control obtenido
de MRC Holland®)

El analisis de fragmentos de los pacientes seleccionados, mostro en el
paciente 7 la falta de 7 sondas en el patrén electroforético, 4 de los cuales
corresponden a los fragmentos de 166nt, 178nt, 373nt, y 418nt, que corresponden
a diferentes exones del gen BPY2. Una sonda mas de 265nt, también se encontr
ausente y corresponde a una de las 6 sondas del gen DAZ2, y finalmente se
encontrod la ausencia de la sonda de 361 que corresponde a una de las dos sondas
para el gen CDY1B. (Figura 12)
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Figura 12: Patron electroforético del paciente 7.Se muestra la ausencia de 6 sondas, 4 de las cuales
corresponden a diferentes fragmentos del gen BPY2, (flechas rojas) una sonda que corresponde a un fragmento
del gen DAZ2 (flecha azul) y la sonda que corresponde a un fragmento de CDY1B (flecha verde).

La técnica de MLPA permite identificar deleciones parciales dentro de las
regiones de AZF, en el caso que se presenta, fue posible identificar deleciones de
sondas que corresponden a los genes BPY2, DAZ2 y CDY1B en AZFc, lo que
puede explicar la oligozoospermia, la astenozoospermia y la detencion de la

maduracion espermatica en el paciente.
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BPY2 se encuentra en la porcidon no recombinante del cromosoma Y, y se
expresa especificamente en testiculo. La proteina codificada por dicho gen,
interactua con la proteina ligasa de ubiquitina E3A y puede estar involucrada en
el desarrollo de células germinales masculinas y lainfertilidad masculina. Tres
copias casi idénticas de este gen existen en el cromosoma Y; dos copias son parte
de una region palindromica. Este registro representa la copia fuera de la region
palidrémica en (Yqll1.223). (52)

Chr ¥

pll.z2
gll.21
gll.zz1
gll.zzz
gqll.223
gqll.23
glz

Figura 13: Localizacion del gen BPY2 en el cromosoma Y. (imagen obtenida de genecards.org)

Los genes BPY2B y BPY2C son las copias del gen en la regién palindroma,
se encuentran distales al centromero, (q11.23) posiblemente su amplificacion
inespecifica mediante el estudio de PCR previo realizado al paciente, dio un falso
negativo para la delecién del gen. Sin embargo no podemos asegurar que se trate
de una delecidn, ya que una mutacion cercana a un punto de ligacion de la sonda,
(incluso cuando estan a mas de 10nt del sitio de ligacion) puede dar como resultado
una falsas delecién, por lo que el paciente puede ser portador de una mutacion, o
varias, que afecten la funcion de la proteina BPY2. Por otro lado también es posible
gue como existe esta region repetida palindromica, hubiese sido ésta la causal de

una recombinacion homologa no alélica, y por lo tanto de la delecion.

El paciente 7 se realizé 2 espermatobioscopias, (tabla 1) se encontré un
conteo espermatico en oligozoospermia moderada (8.1millones) que
posteriormente avanzo a oligozoospermia severa (66mil), (las espermatobioscopias
se realizaron con un afio de diferencia) ademas alrededor del 40% de los

espermatozoides estaban muertos y otro buen porcentaje (mas del 50%) se
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encontraban inméviles. La biopsia testicular realizada posteriormente al paciente

revelo una detencidn en la maduracion espermatica.

En un estudio realizado por J.Y.M. Tse et al.,(53) se demostré por medio de
inmunohistoquimica sobre tejido testicular, que la proteina BPY2 es expresada en
los nucleos de espermatogonias, espermatocitos tempranos y tardios, y
espermatidas redondas con grados variables de expresion, pero no se detectd en
espermatidas alargadas. Sin embargo en pacientes con hipoespermatogenesis y
espermatogénesis alterada, cuando se detuvo la espermatogénesis en la etapa de
los espermatocitos, la inmunorreactividad de BPY2 solo se detecté débilmente a
nivel espermatogénico. No se encontraron inmunorreactividades en estados
posteriores de la maduracion. En todos los casos de hipospermatogénesis, se
detecté inmunorreactividad débil de BPY2 a nivel de espermatogonia en los tabulos
seminiferos, y la espermatogénesis progreso a la etapa espermatica. Ellos también
estudiaron casos de deleciones en AZFc, y en todos estos casos la presencia de la

expresion de la proteina BPY2 era practicamente nula. (54)

También se detectd la ausencia del fragmento 265, que corresponde a uno
de los exones del gen DAZ2, el kit contiene 6 fragmentos de diferentes tamafios y
exones para este gen, pero solo 1 no amplifico, por lo que podemos sospechar que
existe una mutacién puntual cercana al sitio de ligacién, y como conseuencia dar
una falsa delecién.(incluso un polimorfismo puede ocasionar que la sonda no ligue

adecuadamente)

El gen DAZ2 pertenece a la familia de los genes DAZ, esta ubicado en
Yqll.22 (Ensembl) su expresion estd restringida a las células germinales
premeioticas, particularmente en la espermatogonia. Codifica para una proteina de
unién a ARN que es importante regulador para la espermatogénesis. Existen cuatro
copias de este gen (enumerados del 1 al 4), dentro del cromosma Y dentro de las
duplicaciones palindromicas; un par de genes es parte del palindromo P2 y el
segundo par es parte del palindromo P1, cada gen contiene una repeticion de 2.4kb
que incluye un exon de 72 pb llamado repetido DAZ. El nimero de repetidos DAZ

es variable y hay variaciones en las secuencias de los repetidos DAZ. Cada copia
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del gen también contiene una region de 10.8kb que pueden amplificarse; esta region
incluye cinco exones que codifican un dominio motivo de union a RNA. El splicing
alternativo da como resultado multiples variantes de transcripcion que codifican

diferentes isoformas. (55)

Por ultimo, en el mismo paciente se encontrd la ausencia de una de las
sondas para el gen CDY1B. Este gen codifica para una proteina con actividad de
acetiltransferasa de histona, que también contiene un cromodominio. Las proteinas
de cromodominio son componentes de complejos similares a la heterocromatina y
pueden actuar como represores genéticos. Esta proteina se localiza en el nlcleo de
las espermatides tardias, donde tiene lugar la hiperacetilacién de histonas, dicho
proceso facilita el recambio de histonas por protaminas las cuales son las
principales proteinas de empaquetamiento del DNA en los espermatocitos. El
cromosoma Y humano contiene dos copias idénticas de este gen dentro de una
region palindrémica. Esta referencia representa la copia mas centromérica. El
cromosoma Y también contiene un par de genes estrechamente relacionados en
otro palindromo mas telomérico, asi como varios pseudogenes relacionados. (56)
La ausencia de la amplificacion de esta sonda en nuestro paciente, igual pude
deberse tanto a una mutacién puntual como a una posible delecion parcial, todos
los resultados aqui mostrados requieren de otro método de estudio para determinar
la naturaleza de las alteraciones encontradas, como lo es la secuenciacion

especifica de los genes.
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CONCLUSIONES

A lo largo de los afos, con la mejora de las tecnologias para el estudio del
genoma humano, nuestra comprension acerca de la patologia genética se ha ido

ampliando y mejorando.

En el diagnéstico de infertidad masculina, las microdeleciones del
cromosoma Y es una de las primeras causas a investigar en pacientes con
azoospermia y oligozoospermia severa, como parte de un protocolo de estudio
completo que incluya: Espermatobioscopia, estudio de cariotipo, perfil hormonal,
TORCH, ultrasonido testicular y una buena historia clinica para excluir otras causas
de infertilidad. Los criterios de seleccion para incluir pacientes en el estudio de
microdeleciones de cromosoma Y deben ser basados en los hallazgos anteriores
asi como en el conteo espermatico, basicamente todos aquellos pacientes con una
causa idiopética de infertilidad (con azoospermia u oligozoospermia severa) son
candidatos a realizarse este estudio, asi como aquellos pacientes que presentan
una disminucién progresiva en el conteo espermatico (mostrado por dos o mas
espermatobioscopias consecutivas), o con una disminucion en la calidad de dichos

espermatozoides, (como los que presentan necrozoospermia o teratozoospermia)

La identificacién y caracterizacion de las secuencias del cromosoma Y no ha
sido una tarea sencilla, debido al alto contenido de secuencias repetidas y
palindrémicas que abundan en Yqll, y a que este cromosoma ho tiene un
homologo. Las regiones palindromicas son una de las causas de eventos de
recombinacién intracromosémica que dan lugar a estas deleciones. Curiosamente
en el paciente 7 todos los genes sospechosos de delecion, (BPY2, DAZ2 y CDY?2)
tienen copias idénticas dentro de regiones palindrémicas. El siguiente paso en
nuestro estudio seria realizar la secuenciacion selectiva de dichos genes, para
corroborar su ausencia, o comprobar si existen mutaciones puntuales que hayan

impedido la hibridacion de la sonda y por consiguiente su amplificacién.

El empleo de la técnica de MLPA considero, deberia ser utilizado como

primera linea para el estudio de estos pacientes, ya que abarca un abanico mas
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amplio de posibilidades, en comparacion con una técnica convencional por PCR
multiplex, ya que se trata de una técnica rapida y de bajo costo, ademas de que nos
permite identificar deleciones parciales de cada region de AZF incluso en pacientes

gue presentan una oligozoospermia moderada.

De cualquier forma, la entrega de resultados a los pacientes debe estar
acompafnada por un adecuado asesoramiento genético, como sea reportado en la
literatura y en el presente estudio, las microdeleciones distales o0 muy puntuales
causan inferilidad pero con espermatogénesis residual, lo que hace a estos
pacientes candidatos para técnicas de reproduccion asistida, y los pacientes deben
conocer el riesgo que existe de trasmitir a su descendencia masculina las

alteraciones encontradas.
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DECLARACI - ar de acuerdo '
iy, ON DE CONFORMIDAD:  Manifiesto estar de acuerde con el tratamiento que se dara a mis datos

’P:Jor:bre y firma del sujeto de investigacion o paciente:
echa;
1N

i

Presidente del Comité de Etica en Investigarion: Dra. Erika Graciela Meza Dévalo; 8
Av, Félix Cuevas 540 Col. Del Valle, C.P. 03100 Delegacién Benito Juarez, Ciudad de M I
Tel: (55) 52005003 Ext. 14634 www.gob.mx/issste % i
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- RN e AL KA ONAL “20 DE NO
CENTRO MEDICO I'gtgé ETICA EN INVESTIGACION

cchgTOMBIOETIGA 03-017-09-110562016

2019 “ANC DHEL CAUDILLO DEL SUN, MMTLIANG DARATA™

: PARTICIPAR EN UN
ONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA
ke ESTUDIO DE INVESTIGACION EN SALUD.

NOMBRE DEL ESTUDIO:

' EDIO DE MLPA EN
STUDIO DE MICRODELECIONES PARCIALES DE AZF, POR M
? PACIENTES CON AZOOSPERMIA U OLIGOZOOSPERMIA SEVERA

Lugar y fecha.

Ciudad de México

Delegacién Benito Judrez,

2019-2020

Por favor tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento, prfegl:mte al inve_:stigador sobre
cualquier duda que tenga, para decidir si participa o no deberé tener el conocimiento suficiente acerca de
los beneficios y riesgos del presente estudio de investigacion.
,sele

Estimado Sefior: ! s
invita a participar en el estudio arriba mencionado, que se desarrollard en el CMN “20 de Noviembre i

cuyo objetivo serd el de buscar perdidas de material genético en el cromosoma Y en una region conocida
como “factor de azoospermia™ (AZF por sus siglas en ingles), lo cual nos permitird establecer un
diagnéstico, pronéstico reproductivo, delimitar que pacientes son candidatos a técnicas de reproduccion

asistida, y otorgar un asesoramiento genético.

Su participacién en el estudio consiste en autorizar el uso de la muestra de DNA utilizada para el proyecto
Andlisis genético como parte del estudio integral de la pareja infértil, con niimero de registro 143.2013,
para la identificacion de pérdidas de material genético del cromosoma Y

BENEFICIOS: El presente estudio tendré un beneficio directo a usted, ya que nos permitir saber si es
portador de una pérdida parcial de material genético como causa de azoospermia (falta de produccién
espermitica) o causa de oligozoospermia severa (baja produccioén espermatica por debajo de 1 millones
por ml), asi como establecer un pronéstico reproductivo en caso de encontrar perdidas de material
genético en el cromosoma Y, otorgarle un asesoramiento genético adecuado, para que con base en el

mismo, usted pueda tomar una decision informada.

Ademds gracias a su participacién altruista podremos contribuir en investigaciones en infertilidad
masetﬂma.:

Presidente del Comité de Etica en Investivacion: ey r
5 r stigacion: Dra. Erika Graclela Meza Divalos
Av. Félix Cuevas 5‘40 Col. Del Valle, C,P, 03100 Alealdia Benito Judrez, Ciudad de México
Tel: (55) 52005003 www.gob.mx/issste :
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RIESGOS: Su participacion no conlleva riesgo alguno para su salud.

PARTICIPACION e ) 3
icipaci UNTARIA, usted puede decidir libremente participar o no, esto no afectani_ :
Slran pCMN %20 de Noviembre”, si participa, puede retirarse del

derecho recibir atencién médica en el : I :
estudio e?:a':] momento en que lo desee sin que esto influya sobre el tratamiento habitual que le ofrece el

hospital.

INFORMACION DE LOS PROCEDIMIENTOS ALTERNATIVOS O TRATAMIENTQS
EXISTENTES: No hay un tratamiento especifico para las pérdidas de materia! en e} cromosoma Y, sin
embargo, algunas perdidas de material son compatibles con espcnnatogépesm rgsndual. es decir, este
estudio nos permitird saber si existe la posibilidad de encontrar espermatozoides a nivel testicular, y saber

si usted es candidato a alguna técnica de reproduccion asistida.

MANEJO DE LA INFORMACION.

En la recoleccién de datos personales se siguen todos los principios que marca la ley (art. 6): Licitud,
calidad, consentimiento, informacién, finalidad, lealtad, proporcionalidad y responsabilidad. Se han
implementado las medidas de seguridad, técnicas, administrativas y fisicas nccesarias para proteger sus
datos personales y evitar dafio, pérdida, alteracion, acceso o tratamiento no autorizado. Su nombre no
serd usado en ninguno de los estudios, las muestras biologicas obtenidas, no contendrén ninguna
informacién personal y se codificardn con un nimero de serie para evitar cualquier posibilidad de
identificacion. Los codigos que identifican su muestra o informacion estaran solo disponibles a los
investigadores titulares quienes estan obligados por ley a no divulgar su identidad

Usted podr4 tener acceso a la informacion sobre este estudio en caso de solicitarlo. Los resultados de la
investigacién podrén presentarse en foros académicos y médicos, asi como en alguna publicacién médica,
de manera global y no individual, de modo que su informacién se mantendra en ¢l anonimato.

PARTICIPANTE.

Co‘nﬁrm.o hatl}er recibido informacion suficiente y clara sobre el estudio propuesto, doy mi autorizacién
para ser incluido en este proyecto de investigacién, reservandome el derecho de abandonarlo en cualquier
momento si asi lo decido. ' .

Nombre y firma del Participante

Domicilio.

Presidente del Comité de Etica en Investipacis i
s stigacion: Dra, Erika Graciel.
Av. Félix Cuevas 540 Col, DE:I Valle, C.P/03100 Alcaldia Benito Iuére: acﬂzz;:l%ﬁv::gﬁ
Tel: (55) 52005003 www.gob.mx/issste 3 R
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TESTIGOS:

(1) Nombre y firma (2) Nombre y firma

Parentesco: Paxente_m:

Domicilio. Domicilio.

INVESTIGADOR O MEDICO QUE INFORMA:

Le he explicado al Sr (a) , la naturaleza

v los propdsitos de la investigacion, asi como los riesgos y beneficios que implica su participacién. He
dado respuesta a todas sus dudas, y le he preguntado si ha comprendido la informacién proporcionada,
con la finalidad de que pueda decidir libremente participar o no en este estudio. Acepto que he leido,
conozco y me apego a la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos,
que pondré el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de investigacion, por encima de
cualquier otro objetivo.

INVESTIGADOR RESPONSABLE.

Dra. Maria del Carmen Chima Galan
Adscrita a la Divisién de Medicina Genémica
CMN “20 de Noviembre”

Nombre y firma
Teléfono de contacto: 5200 5003 __Ext 14645

El documento se expide por duplicado, entregando una copia al participante.

c ‘; 17 DE HOVIEMARE
¥ e ITE DR, RTHEA
!
3/3

Presidente del Comité de Etica en Investigacion: Dra. Erika Graciela Meza Davalos
Av. Félix Cuevas 540 Col. Del Valle, C.P, 03100 Alcaldia Benito Judrez, Ciudad de México
Tel: (55] 52005003 www.gob.mx/issste




GLOSARIO

Aneuploidia: Cambio en el numero de cromosomas, que difiere del nimero de
cromosomas que se encuentran de manera silvestre, el cual suele ser un multiplo
exacto del numero haploide. En el caso de los seres humanos, el nimero haploide
es 23.

Autosoma: se refiere a cualquier cromosoma que no sea el sexual. En los seres
humanos, los cromosomas 1 a 22 son denominados autosomas y el par 23

corresponde a los cromosomas sexuales Xy Y.

AZF: Pertenecen a las siglas Factor de azoospermia en inglés, y se refiere a la

region del cromosoma Y que alberga a los genes para la espermatogénesis.

Azoospermia: Trastorno masculino que se caracteriza por la ausencia de

espermatozoides en el semen.

Cariotipo: Conjunto de los cromosomas de una célula, un individuo, o una especie,
después del proceso en que se unen por pares de cromosomas idénticos y se

clasifican de acuerdo al tamafo,

CDY1: Gen de expresion especifica de testiculo, cuyo producto codificante es una
proteina con dominio catalitico de acetiltransferasa de histona, y cuya funcion esta
relacionada directamente a la espermtogénesis, en la etapa de transicion donde las

protaminas remplazan a las histonas, para una mayor compactacion del DNA.

Centromero: Es la porcion mas estrecha de un cromosoma que lo separa en un
brazo corto (p) y un brazo largo (g). Una de sus funciones es contribuir a la correcta

segregacion cromosoémica durante la mitosis y la meiosis.

Criptorquidia: Trastorno del desarrollo que consiste en el descenso incompleto de

uno o ambos testiculos a través del canal inguinal hacia el escroto.

Cromosoma: Organulo en forma de filamento que se haya en el interior del nucleo
de una célula eucarionte y que contiene el material genético DNA. El nimero de

cromosomas es constante para las células de una misma especie.
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DAZ: Familia de genes de expresion especifica de testiculo, corresponde al
acréonimo del inglés Deleted in Azoospermia. Codifican para proteinas de union a
RNA, la cual es importante durante la espermatogénesis.

DBY: Gen de expresion especifica de testiculo, el cual codifica para una Helicasa
de RNA, que contiene un motivo de unidn para una secuencia especifica de
aminoacidos (glu-ala-asp), y que esta involucrada en procesos celulares que

implican la alteracidon de la estructura secundaria de RNAs.

Delecion: Una delecion es un tipo de mutacion genética en la cual se pierde material
genético, desde un solo par de nucleétidos de ADN hasta todo un fragmento de

cromosoma.

Duplicacion: Tipo de mutacidon genética en la cual hay una repeticion de un
fragmento de DNA, pueden abarcar unas bases Yy abarcar hasta un fragmento

cromosomico.

Elementos transponibles: es una secuencia de ADN que puede moverse de
manera autosuficiente a diferentes partes del genoma de una célula, un fenémeno

conocido como transposicion.

Espermaétide: Célula que deriva de un espermatocito secundario por fision, origen

del espermatozoide

Espermatocito: Célula germinal masculina que deriva de la espermatogonia y que

da lugar a las espermatidas, a partir de las cuales se originan los espermatozoides.

Espermatogenesis: Proceso de formacion de las células sexuales masculinas,

desde la espermatogonia hasta los espermatozoides.

Espermatogonia: Célula germinal masculina de la cual derivan, por divisiones y

reducciones cromosomicas sucesivas, los espermatocitos.

Eucromatina: Forma de la cromatina que se encuentra poco condensada, con una

gran concentracion de genes, y a menudo se encuentra en transcripcion activa
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Fenotipo: Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como

resultado de la interaccion entre su genotipo y el medio.

Gen: es una unidad de informacion de DNA, que codifica para uno o mas productos

funcionales.
Genotipo: Conjunto de los genes que existen en el nacleo celular de cada individuo.

Ginecomastia: agrandamiento patolégico de una o ambas glandulas mamarias en

el hombre.

Heterocromatina: regiones de la cromatina mas compacta y condensada, debido

a esta caracteristica no se puede transcribir y se replica tardiamente

Hipogonadismo: es un trastorno en que los testiculos u ovarios no son funcionales
o hay incapacidad genética del hipotdlamo para secretar cantidades normales de
GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas).

Homologo: en genética, los cromosomas homologos son un par de cromosomas
que se emparejan durante la meiosis, poseen la misma disposicion de secuencias

de ADN de un extremo a otro pero distintos alelos.
Infertilidad: Incapacidad para concebir un embarazo

Meiosis: Proceso de division celular, propio de las células reproductoras, en el que

se reduce a la mitad el nUmero de cromosomas.

Mosaicismo: implica la presencia de dos o mas poblaciones de células con
genotipos diferentes en un individuo que se ha desarrollado a partir de un solo 6vulo

fertilizado.

Normospérmico: Cuando en la espermatobioscopia, el semen tiene caracteristicas

normales.

Ologozoospermia: Secrecion deficiente de esperma o escasa cantidad de

espermatozoides en el semen.

PAR: siglas en ingés de Pseudoautosomical Region, que corresponde a

determinadas secciones de los cromosomas sexuales que pueden recombinarse
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entre si durante el proceso de meiosis. Estas regiones estan presentes tanto en el

cromosoma X como en el cromosoma Y

RBMY: Gen motivo de union al ARN (RRM) en el cromosoma Y (RBMY), que
codifica una proteina de unién al ARN especifica de células germinales masculinas
asociada con la espermatogénesis, su expresion se restringe a los testiculos de

hombres sanos.

Recombinacion: proceso por el cual una hebra de material genético se corta y
luego se une a una molécula de material genético diferente. En eucariotas la
recombinacién comunmente se produce durante la meiosis, como entrecruzamiento

cromosomico entre los cromosomas apareados.

Repetidos en tandem: es una secuencia de dos o mas pares de bases de ADN
gue se repite de tal manera gue las repeticiones se encuentran uno al lado del otro

en el cromosoma

Repetidos palindromicos: Secuencia de DNA que se encuentra repetida y de
manera invertida respecto a la secuencia original, lo que ocasiona que se encuentre

en una imagen de espejo.

SOX9: gen que codifica una proteina factor de transcripcidon SOX9. Actua durante
la diferenciaciéon de condrocitos y, con el factor esteroidogénico 1 , regula la

transcripcion del gen de la hormona anti-Mulleriana

STS: Sitio de Secuencia Rotulada (Sequence Tagged Site). Es un segmento corto
de DNA, unico en el genoma, cuya ubicacién y secuencia es conocida. Sirven de
"cotas", para indicar la ubicacion de una secuencia mayor ya que localizan en los

extremos de estas.

TSPY: gen que codifica para La proteina 1 codificada en Y especifica de los
testiculos, dicha proteina solo en el tejido testicular y puede estar involucrada en la

espermatogénesis.

USP9Y: gen codificante para proteina, miembro de la familia de la peptidasa C19.

Codifica una proteina que es similar a las proteasas especificas de ubiquitina,
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desemperia un papel regulador importante en el nivel de renovacion de proteinas al
prevenir la degradacion de proteinas mediante la eliminacion de ubiquitina
conjugada. Su falla esta asociada a insuficiencia espermatogénica e infertilidad

masculina.

UTY: Este gen codifica una proteina que contiene repeticiones tetratricopeptidicas
gue se cree que estan involucradas en las interacciones proteina-proteina. Esta
proteina es un antigeno de histocompatibilidad menor que puede inducir el rechazo

del injerto de los injertos de células madre masculinas.

Varicocele: Dilatacion varicosa de las venas del cordon espermatico y del escroto.
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