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RESUMEN

La espermatogénesis es el mecanismo encargado de la produccion de
espermatozoides. Este mecanismo depende de una meticulosa cascada regulada por
genes y cualquier mutaciéon o delecién de éstos puede alterar en la produccién de
espermas. Estas alteraciones involucran irregularidades en las células germinales
como concentracion, movilidad y morfologia. Cualquiera de estas anormalidades
pueden comprometer al sistema reproductivo ocasionando la infertilidad masculina.
Todos estos genes se encuentran en la mayoria de los cromosomas, pero en testiculo
se expresan genes ubicados en el brazo largo del cromosoma Y, se encuentran genes
o grupos de genes denominados “Factores de Azoospermia® (AZF). Estos factores de
azoospermia estan divididos en tres regiones. AZFa, AZFb y AZFc. La delecién de uno
0 mas de estas regiones se le denominan microdeleciones. El andlisis molecular de las
microdeleciones del cromosoma Y es realizado como parte del diagnéstico del hombre
infértil. En el presente proyecto se hizo la comparacién de la incidencia de las
microdeleciones del cromosoma Y en una poblacién juvenil sin antecedentes de
infertilidad contra una poblacibn que fue atendida dentro de una clinica de
Reproduccion asistida. Para los pacientes con infertilidad, se ies realizo en su mayoria
espermatobioscopia, cariotipo, perfii hormonal, ultrasonido testicular y aquellos
pacientes que presentaron oligozoospermia (cuenta espermatica disminuida) o
azoospemmia (ausencia de espermas en el eyaculado), fueron remitidos para el estudio
de microdeleciones del cromosoma Y. El estudio se realizo obteniendo muestras de
sangre periférica de ambas poblaciones y a partir de estas obtener el DNA de los
leucocitos, realizando por medio de la técnica de PCR muiltiple la deteccién de las
microdeleciones. Los resuitados obtenidos de nuestro estudio el 8.8% de los pacientes
con antecedentes de infertilidad mostraron Ia deleciébn de la region AZFc, en
comparacion con la poblacion juvenil que mediante esta metodoiogia no se encontraron
microdeleciones. A los pacientes que se les detectaron microdeleciones y se les realizo
el uitrasonido testicular, presentaron un volumen testicular disminuido. En conclusién la
incidencia de microdeleciones del cromosoma Y, es mas alta en pacientes con
infertilidad en comparacién con una poblacién en general, siendo la regiéon AZFc la que
se deleta con mayor frecuencia, presentandose en mayor cantidad en pacientes
azoospermicos que en oligozoospermicos.




LINTRODUCCION

La infertilidad es el impedimento que presenta una pareja de concebir después de
12 meses de relaciones sexuales sin el uso de métodos anticonceptivos.
Actualmente la infertilidad es considerada un problema de salud la cual afecta de
un 15 a 20% de la poblacidon mundial, aproximadamente la mitad de ias parejas con
este problema de infertilidad son de origen masculino, conocido como factor
masculino. Este factor se encuentra relacionado con alteraciones en la
espermatogénesis (formacion de espermatozoides) el cual involucra la
concentracion de espermas, movilidad y morfologia. Dichas alteraciones pueden
estar relacionadas con un mal funcionamiento testicular, hormonal, e incluso
pueden deberse a alteraciones en el material genético. La alteracion en el cariotipo
(analisis cromosdmico) o la ausencia de ciertos genes especificos pueden afectar la
formacion de espermas, maduracién y/o concentracion. La espermatogénesis
depende de una cascada de eventos regulada por ia participacion de varios genes,
la mutaciébn o deleciéon de cualquiera de estos, tiene efectos que se pueden
manifestar en la salud reproductiva. Para obtener un diagnéstico correcto, se
requiere de varios estudios, a fin de detectar o descartar patologias que puedan
afectar la espermatogénesis, evento fundamental para la reproduccién.

En la actualidad, se conocen varios genes que son expresados en testiculos y que
contribuyen a la produccién de espermas. La gran mayoria de estos genes estan
localizados en el cromosoma Y. Existen varios genes considerados para la
regulacién de la espermatogénesis, pero los genes del brazo largo del cromosoma
Y (Yg) son los mas relacionados con la funcién reproductiva masculina vy
especialmente los que se encuentran dentro la regiéon de eucromatina (Yq11). Esta
region es llamada Factor de Azoospermia (AZF) y se ha dividido en tres regiones
AZFa, AZFb y AZFc. El analisis molecular de las microdeleciones del cromosoma Y

es realizado como parte del diagndstico para la pareja infértil. Las deleciones de la




region AZF han sido correlacionadas con azoospermia, oligozoospermia severa e

inclusive con oligozoospermia moderada.

La delecion de la region AZFa esta relacionada con el sindrome de células de
Sertoli. La ausencia de la region AZFb se correlaciona con €l arresto espermatico.
Por ultimo, la ausencia de la region AZFc provoca una disminucién en la

concentraciéon espermatica.




N.ANTECEDENTES
Il.1. Reproduccién Sexual

La produccion de las células germinales o gametos (esperma en el hombre u 6vulo
en ia mujer) son formados dentro de las gbnadas (testiculos u ovarios,
respectivamente) por un proceso denominado meiosis. Durante esta division, el
numero inicial de cromosomas en las células gaméticas humanas es de cuarenta y
seis, el cual se reduce a la mitad y cada gameto recibe veintitres cromosomas
(célula haploide). La fusion del espermatozoide y el évulo se denomina fertilizacion,
resultando en la restauracién inicial del nimero original de cromosomas de
cuarenta y seis en el cigoto. Cuando estos individuos alcanzan la pubertad, el
espermatozoide maduro o el 6vulo vuelven a tener un nimero haploide de

cromosomas.
11.2. Regulacién endocrina de la reproduccion masculina

Los testiculos del embrién durante el primer trimestre del embarazo son glandulas
endocrinas activas. Su funcién es secretar grandes cantidades de testosterona que
son requeridas para masculinizar al embrién (genitales externos y 6rganos
accesorios). La secrecion de testosterona en el feto masculino declina durante el
segundo trimestre del embarazo, sin embargo, las gonadas son relativamente

inactivas hasta el momento del nacimiento (ira, 2002).

Al comenzar la pubertad también inicia la secrecion de varias hormonas quienes
son responsables de realizar cambios fisiologicos que permitiran al individuo ser
apto para reproducirse. La primer hormona que se secreta es la hormona liberadora

de gonadotropina (GnRH, por sus siglas en inglés, Gonadotrophic Release

Hormone), la cual es sintetizada en el hipotalamo, una vez liberandose tiene su













rete testis y la cabeza del epididimo. Los espermatozoides que abandonan los
tibulos seminiferos son inmaduros: no pueden fertilizar un évulo y no se pueden
desplazar. Cuando se liberan a la luz del tdbulo seminifero se encuentran
suspendidos en un liquido producido primariamente por las células de Sertoli. Los
espermatozoides concentrados suspendidos en este liquido fluyen de forma
continua desde los tubulos seminiferos mediante cambios sutiles del medio idnico
en la rete testis, a través de los conductos deferentes, hasta alcanzar el epididimo

en el que los espermatozoides permanecen de 12 a 21 dias.

En el epididimo, los espermatozoides adquieren progresivamente movilidad y
capacidad de fecundacion. A medida que maduran las células en el epididimo,
estas absorben los componentes de los liquidos, incluyendo las secreciones de las

células de Sertoli.

La morfologia de los espermatozoides sigue transformandose en el epididimo, esto
incluye la desaparicion de la gota citoplasmatica y la condensacion del nucieo.
Aunque el epididimo es el principal almacén de espermatozoides hasta la
eyaculacién, aproximadamente el 30% de los espermatozoides en la eyaculacion
han estado almacenados en el conducto deferente. La eyaculacién frecuente
acelera el paso de los espermatozoides a través del epididimo y puede aumentar el
numero de espermatozoides inmaduros presentes en la eyaculacion, los cuales
generalmente no tienen la capacidad de fecundar. Una vez en el conducto
deferente, los espermatozoides son trasportados por las contracciones musculares
de la eyaculacion (Gayton, 2000).

Como ya se menciond, la espermatogénesis es un evento dinamico en el que
intervienen todo un conjunto de érganos asi como células especificas, diversas
proteinas (hormonas, enzimas, etc.) y se presenta una gran variabilidad de
expresion génica. Cualquier anormalidad que interfiera en la maduracion
espermatica puede comprometer al sistema reproductivo, ocasionando que el




individuo no pueda reproducirse. Para ello es conveniente conocer la fisiologia
normal del varén y de esta manera entender las patologias (celulares y
moleculares) que se presentan como probables responsables de la infertilidad
(Strauss y Barbieri, 2004).

11.4. Infertilidad masculina

La infertilidad es la dificultad de concebir después de 12 meses de relaciones
sexuales regulares en ausencia de métodos anticonceptivos (Forti y Krausz, 1998).
Actualmente la infertilidad es reconocida como una enfermedad, la cual en las
ultimas décadas ha ido en aumento. Tal motivo ha despertado el interés en la
comunidad cientifica y médica para tratar de encontrar las causas que puedan dar
lugar a que se presente esta enfermedad y asi poder brindar algunos tratamientos u
opciones a los pacientes que les permita concebir (Remohi y col., 2003; Strauss y
Barbieri, 2004).

Aproximadamente en la mitad de las parejas con dificultades reproductivas, el
problema se presenta en el hombre denominado clinicamente como factor

masculino (Remohi y col., 2003).

El' posible tratamiento médico- de este factor masculino es con frecuencia
controvertido, debido a la dificultad de dar un diagnéstico certero. Varios autores
estiman un 25% (Briton-Jones y Hanes, 2000; Strauss y Barbieri, 2004), 30%
(Remohi y col., 2001) y hasta un 50% (Foresta y col., 2001a) de los casos de
hombres infértiles son de etiologia idiopéatica (causa desconocida). Esta falta de
informacién con frecuencia favorece la aplicacién de tratamientos de dudosa

eficacia y hace compleja la evaluaciéon de los beneficios de un tratamiento en el

factor masculino (Remohi y col., 2003).




t4.1. Valoracion del hombre infértil

11.4.1.1. Historia clinica

¥

La historia clinica debe ser comorendida enfocandose en la identificacion del riesqo
potenciai que afectando la fertilidad del hombre. Defectos genitourinarios
congénitos (ejemplos: criptoorquidismo, hipospadias), pubertaa anorma,
ginecomastia, sintomas de hipogonadismo (como disminucion de la libido),
etiologias infecciosas, traumatismos o cirugias, defectos en la produccion de
espermas, disfuncién eyaculadora y desordenes genéticos; todas éstas pueden ser
posibles causas de infertilidad. Otras consideraciones incluyen: toxicidad debido a
guimioterapia, exposicidon a quimicos, o estilo de vida (tabaquismo, alcoholismo o
drogadiccion), practicas laborales (exposicion a tdxicos como plomo v arsénico,
sedentarismo), exposicion prolongada a altas temperaturas, entre otros (Strauss y
Barbieri, 2004).

11.4.1.2. Exploracién Fisica

La exploracién fisica debe ser abordada (porque cualquier enfermedad afecta
negativamente a la espermatogénesis) con especial atencidén al area genital. La
apariencia general del paciente se puede enfocar a los caracteres sexuales
secundarios, signos de virilizacién inadecuada, tales como un pobre desarroilo
testicular y del pene, poco vello corporal y en el area genital, sugieren una
endocrinopatia (Strauss y Barbieri, 2004). El tamano y la consistencia testicular
deben ser tomados en cuenta, se ha reportado que de 80-85% del volumen
testicular es el que ocupan los tubulos seminiferos. Ademas, un volumen testicular
disminuido generalmente esta relacionado con un dafio severo en los tubulos

seminiferos y con algunas patologias de etiologia genética (Forti y Krausz, 1998).




1.4.1.3. Espermatobioscopia

El anélisis del semen se denomina espermatobioscopia. Este estudio sigue siendo
fundamental en la valoracion de la esterilidad conyugal, debido a que se analizan
diferentes parametros (Forti y Krausz, 1998) que nos permiteh valorar la calidad
espermatica y en algunas ocasiones proporciona informacion para identificar la
causa de la esterilidad, Cuadro 1.

Cuadro 1. Parametros de la OMS y terminologia empleada para la concentracion
espermatica, movilidad, morfologia y volumen del eyaculado (Aitken y col., 1998;
Norma InPer, 2003).

NORMAL ANORMAL TERMINOLOGIA
0 Azoospermia
) 100,000 Criptozoospermia
CONCENTRACION 20x10° OLIGOZOOSPERMIA
espermatozoides/mL | 200,000 ~ 4x10° Severa
5x10° — 9x10° Moderada
10x10° - 19x10° Leve
NORMAL ANORMAL TERMINOLOGIA
50% o mas de ASTENOZOOSPERMIA
MOVILIDAD espermas moviles 0-15% Severa
progresivos (Tipo 16-25% Moderada
A+B), o mas del 26-49% Leve
25% de Tipo A.
NORMAL ANORMAL TERMINOLOGIA
OMS: 30% o mas de TERATOZOOSPERMIA

0-9% Severa
f al
, ormas normaies 10 — 19% Moderada
MORFOLOGIA 20 - 29% Leve
KRUGER 0-6% Severa
- 7-—9% Moderada
14% o mas de
formas normales 10 -13% Leve ]
NORMAL ANORMAL TERMINOLOGIA
VOLUMEN 2a6mlLde <2mL Hipospermia
eyaculado >6 mL Hiperespermia
No eyaculado Aspermia

BIBLIOTECA CENTRAL, VAL H?2036



Las probables causas de la infertilidad del varén han sido ligadas con una multitud
de irregularidades en las células germinales, incluyendo nimero de espermas,
motilidad y morfologia (Huynh y cols., 2002). Las diferentes caracteristicas que
puede presentar la muestra espermatica con mas frecuencia en parejas infértiles
son las siguientes: azoospermia (ausencia de espermatozoides en el eyaculado),
oligozoospermia (cantidad disminuida de espermatozoides en el eyaculado),
astenozoospermia (movilidad no progresiva de- los espermatozoides en el
eyaculado) y teratozoospermia (morfologia anormal de los espermatozoides en el
eyaculado) (Forti y Krausz, 1998).

Tales alteraciones en la produccion de espermas'pueden estar relacionadas a
diferentes patologias histolégicas testiculares, que van desde la ausencia completa
de células germinales conocido como Sindrome de Células de Sertoli (SCOS,
Sertoli Cell Only Sindrome) a hipoespermatogénesis y arresto en la maduracion
espermatica. Las alteraciones de la espermatogénesis pueden ser ocasionadas por
diferentes causas, como enfermedades sistémicas, criptoorquidismo, desérdenes
endocrinologicos, obstruccién/ausencia de conductos seminales, por procesos

infecciosos o por alteraciones genéticas (Foresta y col., 2001a).
11.4.1.4. Evaluacion hormonal

Una evaluacién del estado endocrino del paciente es otro factor importante para el
historial clinico. Una prueba clinica general consiste en la evaluacién de la LH,
FSH, testosterona y prolactina (Strauss y Barbieri, 2004). Los niveles altos en suero
de FSH y los niveles normales de LH y testosterona estan presentes en la mayoria
de los hombres infértiles con una concentracion de espermas de 5x10%mL y estan
relacionados con dano espermatogénico. Bajos niveles de FSH, LH y testosterona
sugieren un hipogonadismo hipotrofico (Forti y Krausz, 1998). Cuando existen
niveles elevados en sangre de la prolactina (hiperprolactinemia) provocan una
disminucién de la LH, FSH y testosterona en el hombre. El conteo y la movilidad

11




espermatica disminuyen y se . presenta un incremento de formas anormales
(Strauss y Barbieri, 2004).

I1.4.1.5. Ultrasonido testicular (escrotal)

El uitrasonido testicular es un procedimiento imagenolégico para examinar los
testiculos y otras estructuras testiculares, y se ha considerado una herramienta
diagndstica en pacientes que presentan antecedentes de infertilidad, la mayoria
presenta anormalidades como: varicocele, incremento en el tamano de los
epididimos, quistes en el epididimo, hidrocele, y quistes testiculares. Este estudio
también es realizado a pacienfes con antecedentes de criptoorquidismo (Forti y
Krausz, 1998).

1.4.1.6. Evaluacion cromosémica

Las anormalidades cromosOmicas son mas frecuentes en los hombres infértiles
(5.3%) que en la poblacion en general (0.6%); ademas, el cariotipo debe ser
realizado en hombres con azoospermia y oligozoospermia si los niveles de FSH
son elevados y el volumen testicular esta marcadamente reducido. Las
anormalidades mas frecuentes son aneuploidias en los cromosomas sexuales tales
como: 47 XXY, y 47.XYY, translocaciones autosémicas balanceadas y no
balanceadas (Strauss y Barbieri, 2004; Maduro y Lamb, 2002).

La produccidon de espermas depende de una meticulosa cascada de eventos
regulados por la participacion de genes que coordinan la proliferaciéon de estas
células. Se han estimado que alrededor de 2000 genes se encuentran involucrados
en el control de la espermatogénesis, y se ha postulado que las mutaciones o
deleciones en cualquiera de estos genes, tienen efectos en la reproduccion,

manifestandose como infertilidad (Huynh y col., 2002). Cabe mencionar que estos

12




genes estan distribuidos en varios cromosomas autosémicos, pero los genes que
estan directamente relacionados con procesos de reproduccién se encuentran en el
cromosoma sexual Y, ya que en su mayoria son proteinas que se expresan solo en
testiculos y que son fundamentales para la espermatogénesis. Por lo tanto, su
ausencia puede comprometer la capacidad de reproduccion. Es por ello, que este
estudio tiene importancia clinica, ya que el analisis de genes especificos del
cromosoma Y pueden dar lugar a la identificacion de la causa de Ia infertilidad,
ademas de tener un valor prondstico y diagndstico (Huynh y col., 2002).

I.5.1. Estructura del Cromosoma Y

El cromosoma Y, esta constituido por un brazo corto (Yp) y un brazo largo (Yq)
separados por un centrémero. Tiene ~60Mb, es relativamente pequeiio comparado
con todos los otros cromosomas. Observaciones citogenéticas mostraron diferentes
regiones del Y que pueden ser identificadas: las Regiones Pseudoautosomicas,
(PARs, PseudoAutosomal Regions), divididos en dos secciones PAR1 y PAR2, y

las regiones de heterocromatina y eucromatina (Figura 3).

Las regiones pseudoautosomicas se aparean con el cromosoma X durante |a
meiosis. La regi6n que se encuentra entre los PARs que no se recombina es
llamada regién no recombinante del cromosoma Y, NRY (No Recombining Region

Y), ver Figura 3.




i_——Regién Ho Recombinante (HRY) —]

Yp FEueromatina {} Heterocroatina /%; Yq
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-~ A . 7

g N
Yp Ya

Figura 3. Representaciéon esquematica del cromosoma Y. Yp representa el brazo
corto y Yq el brazo largo. Los PARs estan representados en negro, la
eucrocromatina en blanco y la heterocromatina en lineas diagonales (imagen
modificada de Foresta y col., 2001a).

Mientras que PAR1 y PAR2 representan el 5% del cromosoma entero, NRY
representa el 95%, esta incluye las regiones de heterocromatina y eucromatina. La
heterocromatina era considerada genéticamente inerte, la eucromatina tiene
numerosas secuencias altamente repetitivas que contienen genes involucrados con

varias funciones biolégicas (Quintana-Murci y Fellous, 2001).
11.5.2. Mapeo Fisico y Molecular

El mapheo se ha basado a partir de la generacién de deleciones de este cromosoma
(Vogt, 2005). El primer mapa del cromosoma Y fue realizado por deleciones
citogenéticas que eran visibles en el cromosoma, identificadas a partir de un patrén
de bandas de baja resolucién (ver Figura 4). El mapa inicial fue realizado por el
grupo de Vergnaud (Vergnaud y col., 1986), usando diferentes sondas especificas
se logré la clasificacion de este cromosoma en siete intervalos (Quintana-Murci y
Fellous, 2001); el brazo corto y el centrdmero estan incluidos en los intervalos 1 al 4
(distal a proximal); la parte de eucromatina de Yq es representada por los intervalos
de 5y 6 (proximal a distal); la regién de heterocromatina se define como el intervalo
7, Figura 4 (Foresta y col., 2001a).
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Después en 1992, Vollrath y colaboradores construyeron un mapa mas preciso del
cromosoma Y basados en la deteccién de 200 secuencias especificas de sitio
(STS’s, secuence-tagged sites). La presencia o ausencia de estos STS’s fue
realizado en la eucromatina de un grupo grande de pacientes con anormalidades
del cromosoma Y, permitiendo subdividir en 43 intervalos al cromosoma. Este mapa
de 43 intervalos se modificd a partir del mapa de Vergnaud (Volirath y col., 1992)
quienes hacen una clasificacion més especifica gracias a la identificacion de varios
genes. Este grupo de STS’s ha sido ampliamente usado para definir regiones de
deleciones asociados con un fenotipo en particular y entonces asi identificar genes

especificos (Quintana-Murci y Fellous, 2001).

a.Bandas b.Mapade chMapade
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Figura 4. Representacion de los diferentes mapeos del Cromosoma Y, a. Bandas
cromosomitas identificadas por citogenética clasica, b. Mapa de Vergnaud, c. Mapa
de Vollrath (imagen modificada de Foresta y col., 2001a).

En el afio 2001 se reporté un mapa de alta resolucion de NRY. De este mapa

surgieron 758 STS’s de los cuales 136 se encuentran en dos 0 mas lugares de la
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NRY, reflejando una inusual composicion de secuencias repetitivas (Tilford y col.,
2001).

La regidon eucromatica de la NRY comprende tres clases de secuencias
denominadas: X-transpuestas, X-degeneradas y amplicdnicas (Figura 5).

Region no Recombinante

8 Yo O~ F | A

~mao
e,
.....
LTy
_____
.....
~e..
e
-
.....

b_.— :g:en"'.
Lh 11| e 1 1T B " - "L
—1iMb
3X-transpuesta ClAmpliconicas OOPseudoautosomal
[IX-degenerada ElHeterocromatina Clotras

Figura 5. Representacibn de las diferentes secuencias que comprende el
cromosoma Y, a) Regiones pseudoautosomales y regiones de heterocromatina, b)
las tres clases de secuencias de eucromatina (lmagen modificada de Skaletsky y
col., 2003).

Las secuencias X-transpuestas son 99% idénticas a las secuencias del cromosoma
X. Estas secuencias son llamadas asi porque la presencia en NRY resuita de una
transposicién masiva del X-Y ocurrida hace aproximadamente de 3 a 4 millones de

anos, después de la divergencia de las lineas entre chimpancé y el humano.

Dentro de los segmentos de X-transpuestas, se han identificado solo dos genes
homéblogos a Xqg21. Estas secuencias exhiben una baja densidad de genes
comparada con las otras dos clases de eucromatina, cuadro 2.

En contraste, los segmentos de las secuencias X-degeneradas estan compuestos
por una copia del gen o pseudogenes homdiogos de 27 genes diferentes ligados al
X. Estos genes de copia unica y pseudogenes, presentan entre 60% y 96% de

similitud a la secuencia de nucleétidos homélogos al X, y han sobrevivido reliquias
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de cromosomas autosomicos de los cuales los cromosomas X y Y evolucionaron,

cuadro 2.

La tercera clase de secuencias eucromaticas son los segmentos amplicénicos, que

estan compuestos de secuencias largas que exhiben una marcada similitud con ella

misma (99.9%). Los amplicones estan localizados en siete segmentos que estan

dispersados a través de la eucromatina del brazo largo y la parte proximal del brazo

corto (Skaletsky y col., 2003).

Los amplicones estan formados por familias de genes especificos en testiculo que

pueden ser criticos para la espermatogénesis, cuadro 2 (Tilford y col., 2001).

Cuadro 2. Clasificacién de secuencias eucromaticas de la NRY (cuadro maodificado

de Skaletsky y col., 2003).

Clases de Caracteristicas Origen de
secuencias evolucion

X T T 60% de " Bimple

Distribucion  Longitud No. de
(Mb) genes que

codifican

2bloques 34 2 ]

-tfanspuesta  idéentidad con X  trapsposicién  en Yq
b " - de X, R
X- ‘ Copias unicas  Reliquiasde 8 bloques 8.2 16, se
degenerada de genes o cromosomas en Ypy Yq expresan
pseudogenes  autosoémicos en varios
homologos a de los cuales tejidos
los de X XyYse
desarrollaron
 Ampliconica Sulongitad es  Adquiridode 7 bloques " 10.2_ ~ 60(en 9 A
igual.a otras diversas - eflYpyYq ' familias) se |
' secuencias de  fuentes, expresan
? NRY = entonces se mayoritaria
; - amplifico .« mente
;&H_*MWL*MW_*J“—%-““*&%LO-LH




11.5.3. Genes en el cromosoma Y

Los diferentes genes identificados dentro de la NRY, pueden ser divididos dentro de
dos categorias: los primeros comprenden aquellos genes que se expresan en todos
los tejidos, teniendo homdlogos en X, aparecen en una sola copia en NRY vy
participan en el metabolismo celular expresandose en la mayoria del cuerpo y
6rganos. La segunda categoria incluye genes que se expresan de manera
especifica en los testiculos, existiendo multiples copias en NRY y que codifican a
proteinas con funciones mucho mas especializadas (Quintana-Murci y Fellous,
2003; Skaletsky y col., 2003). El gen SRY, determina el desarrolio en los testiculos;
es Y-especifico, tiene una copia y un patrén diferente de expresion tanto en el limite
de la cresta genital, en células de Sertoli de adulto y en células germinales (Foresta
y col., 2001a). En el Cuadro 3, se resumen los genes que estan localizados en el

cromosoma Y, asi como su funcion.
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Cuadro 3. Genes localizados en el cromosoma Y
2003). *=genes reportados en el estudio de Skale

(tabla modificada de Quintana-Murci
tsky y col., 2003.

y Fellous, 2003; Skaletsky y col.,

Clases de Simbolo Localizacion Nombre delgen  Numero Tejido en donde se Patologia
secuencias de  del gen de expresa asociada o
NRY copias funcion
X-transpuestas  TGIF2LY* Yp11.2 e Testiculos
PCDHT11Y Pro}ocaderina MY 1 Cerebro fetal, cerebro Cancer de prostata
Total 2
X-degeneradas SRY Yp: 1A1A Regresion sexual 1 Predominantemente Regresion sexual
en testiculos ,
RPS4Y1  Yp: 1A1B Proteina Ribosomal 1 Varios tejidos Sindrome de
S4Y isoforma 1 Turner?
ZFY Yp:1A2 Dedode ZincdeY 1 Varios tejidos Determinacion del
sexo
AMELY Yp: 4A Amelogenina Y 1 dientes
TBL1Y Proteina parecidaa 1 Cerebro fetal, prostata Cancer de prostata
la transducina(beta)
PRKY Yq11.2 Proteina cinasa,Y 1 Varios tejidos
USP9Y Yq: 5C Proteasa especifica 1 Varios tejidos
de la ubiquitina
DBY Yq: 5C Caja de la Muerte 1 Varios tejidos
ury Yq: 5C Dominio UTY 1 Varios tejidos
ubiquitinado
TMSB4Y

Timosina(beta)-4Y

-—

Varios tejidos




Cuadro 3. Genes localizados en el cromoso
*=genes reportados en el estudio de Skaletsky y col., 2003.

ma Y (tabla modificada de Quintana-

Clases de Simbolo  Localizacion Nombre del gen ~ NtGmero Tejido en donde se Patologia
secuencias del gen de expresa asociada
de NRY copias o funcion
NLGN4Y Neuroligina de] 1 Cerebro fetal,
4,isoforma Y cerebro y prostata
CYorf15A* PAR2 Chromosome Y 1 Varios tejidos
open reading frame
15A
CYorf15B* PAR2 Chromosome Y 1 Varios tejidos
open reading frame
15B
SMCY Yq: 5P cDNA seleccionado 1 Varios tejidos
de ratén, Y
EIF1AY Yq: 5Q Factor 1A de inicio 1 Varios tejidos
de transduccién
RPS4Y2*  Yp:1A1B Proteina ribosomal 1 Varios tejidos
S4, isoforma 2
Total 16
Ampliconitas.  TSPY. Yp: 3C+5 Proteing’ especifica’ ~357 Testicuios
¥ t testicular ; T
; vey 'Yq: BF Variable 2 Testiculos: Desconocido
; ‘ intefcambiadora de .
" : y .
% XKRY Yq:6L XKrelacignado a Y 2 Testiculos " S
i CDyY Yq. 6L,6F Cromodommlo Y. 4 Testiculos]
i : - - e




Cuadro 3. Genes localiza

dos en el cromosoma Y (tab
*=genes reportados en e|

estudio de Skaletsky y col., 2003,

la modificada de Quintana-

Clases de Localizacién Nombre del gen Numero Tejido en donde Patologia asociada
secuencias sSe expresa o funcion
de NRY
o Heat'shock Testjculos
“transCription factor Y )
El dominio de la union 6 Testicuos
' PTPBL relacipnadaa 2 Testiculos
Y
Protéina basica Y2 Testiculos
Deletion en Testiculos
- azQospermia
Total

Gran Total .




I.5.4. Los Factores de Azoospermia

Tiepolo y Zuffardi en 1976, fueron los primeros en hipotetizar una correlacién entre
las deleciones del cromosoma Y en el hombre infértil. Estos autores revisaron el
cariotipo de 1170 hombres, seis de ellos con azoospermia, en donde se observaron
grandes deleciones incluyendo la region de heterocromatina entera (Yq12) y una
cantidad indefinida de region de eucromatina (Yq11). En dos casos se demostraron
que los padres de los pacientes con deleciones portan un Y normal, indicando que
las deleciones son mutaciones de novo. Esto sugiere que las deleciones en esta
4rea son la causa de la azoospermia y postularon que un factor genético localizado
en Yq11 es importante para el desarrollo de las células germinales masculinas.
Este gen o grupo de genes fueron definidos como “Factores de Azoospermia” AZF
(AZoospermia Factor) (Tiepolo y Zuffardi, 1976; Foresta y col., 2001a; Vogt, 2005).

La regién de azoospermia ha sido dividida dentro de tres regiones AZFa, AZFb y

AZFc. Las regiones fueron identificadas a partir de estudios que muestran
deleciones ocurridas en cada uno (Briton-Jones y Hanes, 2000). La complejidad
genética del locus de AZF pudo ser revelado por los mapas de los STS. Estos
andlisis permiten la deteccion de deleciones a nivel molecular (STS-PCR o
Southern blotting) ya que no pueden ser detectadas por citogenética convencional.
Tales deleciones se han denominado microdeleciones. EI mapeo molecular en
pacientes con microdeleciones ha permitido detectar varios Jocus relacionados con
espermatogénesis Yq, esto ha sugerido que tres regiones que no se sobrelapen
entre los intervalos 5 y 6 pueden estar deletadas en el hombre infértil (Foresta y
col., 2001a).

Cada STS presenta secuencias de DNA genémico conocido, y esta amplificacion

por PCR indica la presencia de estas secuencias en el cromosoma Y, mientras que

la ausencia indica su delecién (Foresta y col., 2001a).




Los marcadores STS se clasifican en tres categorias: 1) marcadores con una sola

copia, estos STS son mas informativos y mas especificos, y la ausencia de ellos

indica la pérdida de la secuencia especifica del gen. 2) marcadores que son
multicopia estan agrupados en una pequena regién del cromosoma Y, en tal caso
un PCR negativo indica la pérdida de toda la familia de genes. 3) marcadores que
son multicopias y se dispersan a lo largo de las regiones del cromosoma Y, tales
marcadores pueden ser informativos s6lo cuando la ausencia indica una delecion

muy grande en el cromosoma Y.

El andlisis molecular de las microdeleciones, es actualmente realizado en algunos
laboratorios de diagndstico y de investigacion como parte de estudio para la

infertilidad masculina (Simoni, 2004).

La técnica de STS-PCR es rapida, sencilla y no invasiva; se realiza con una
muestra de DNA gendémico extraido de leucocitos principaimente. Para el
diagnéstico molecular de las microdeleciones del cromosoma Y se sugiere emplear
la técnica de amplificacién por PCR muiltiple, que permite amplificar el mismo /oci
seleccionado con diferentes STSs al mismo tiempo. El nimero de STSs usados
para la deteccién de las deleciones puede ser de dos a tres STSs por cada region
de AZF.

I.5.4.1. Regién AZFa y sus genes

La regién AZFa esta localizada en la parte proximal de Yq del intervalo 5 (ver figura
7) y esta extensién molecular ha sido aproximadamente estimada entre 1y 3 Mb.
Varios genes han sido identificados en esta region, DBY (Dead Box Y), UTY
(Ubiquitous TPR motif Y), TB4Y (Tymosin B4Y isoform) y DFFRY (Drosophila
Development gene Fats Facets), recientemente renombrado USPSY (Ubiquitin

Specific Protease 9, Y chromosome). Los primeros tres genes aparentemente no
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tienen funciones especializadas y se han involucrado en funciones de metabolismo

celular (Quintana-Murci y Fellous, 2001: Strauss y Barbieri, 2004). Por el contrario,
el gen USPSY esta relacionado con la gametogénesis (Quintana-Murci y Fellous,
2001).

Estudios iniciales en pacientes con deleciones claramente delimitadas en AZFa
sugieren que la deficiencia de USP9Y, causa infertilidad en el hombre (Blanco y
col., 2000; Krausz y col., 2003; Strauss y Barbieri, 2004). Este gen es de copia
Unica y ocupa mas de la mitad de la region AZFa, y codifica para una proteina cuya
funcién es ubiquitina C-terminal hidrolasa. La mayoria de hombres infertiles
muestran la ausencia del intervalo entero. Estos resultados sugieren que otros
genes en esta region pueden ser responsables, solo 0 en combinacién con USP9Y,
para la disrupcién espermatogénica observada en pacientes con AZFa deletado. La
presencia o ausencia de este gen se detecta con el STS sY84 (Foresta y col.,
2001a).

La pérdida adicional del gen DBY esta asociado con un fenotipo conocido como
sindrome de células de Sertoli, este gen codifica para una proteina cuya funcion es
RNA helicasa, que esta involucrada en procesos celulares tales como modificacion
de la estructura secundaria del RNA al inicio de la traduccién. Esta proteina, esta
asociada en espermatogénesis, crecimiento y division celular, identificando su
presencia o delecion con el STS sY86 (Blanco y col., 2000; Foresta y col.,20014;
Krausz y col., 2003; Strauss y Barbieri, 2004).
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Figura 7. Representacion esquematica de la localizacion de los factores de
azoospermia en la regién Yq11 del cromosoma Y (imagen modificada de Rolf y col.,

2002).

11.5.4.2. Regién AZFb y sus genes

La region AZFb esta localizada entre la delecion del intervalo 5 y la delecién

proximal del intervalo 6 (ver Figura 7), constituida de 1 a 3 Mb. Se han descrito
cinco genes dentro de este intervalo, RBMY (RNA-bindin motif), CDY
(Chromodomain Y), XKRY (XK Related Y), e1 F-1A (eukariotyc translation initiation
factor 1A) y SMCY (Selected Mouse cDNA on the Y), (Quintana-Murci y Fellous,
2001).

Los genes RBMY son expresados solo en la linea germinal en los testiculos
(espermatogonia, espermatocitos y espermatides redondos), por ello se dice que
tiene un papel funcional en la espermatogénesis (Cooke, 1999; Huynh y col., 2002;

Quintana-Murci y Fellous, 2003).

Sugiriendo que muchos de estos genes pueden contribuir al fenotipo de AZFb que
consiste en un arresto espermatico (Cooke, 1999; Krausz y col., 2003). Los STS

que se utilizan para determinar la presencia o ausencia del esta regién son el




sY127 que se localiza en la parte mediay sY134 que se localiza en la parte distal

de esta regioén (Simoni y col., 2004).

I1.5.4.3. Region AZFc y sus genes

La Regi6n AZFc esta localizada en la proximidad de la heterocromatina distal de
Yqi1 (ver Figura 7) esta constituido de 500kb. Esta region contiene el grupo de
genes DAZ (Deleted in AZoospermia), PRY (PTP-BL Related Y), BPY2 (Basis
Protein Y2), CDY y RBM (Quintana-Murci y Fellous, 2001: Strauss y Barbieri, 2004).

El gen DAZ fue encontrado solo en el cromosoma Y de monos, simios y humanos.
En todos los otros mamiferos esta localizado en cromosomas autosémicos, en
comparacién con los humanos, este gen se encuentran el cromosoma Y. La
expresion de este gen esta restringida en células premeioticas, principaimente en
espermatogonias. Este gen codifica para proteinas de unién de 'RNA que son
importantes para la espermatogénesis (Strauss y Barbieri, 2004). Para poder

determinar la presencia o la delecién de esta regién se utilizan dos STS, sY254 y

sY255 ambos para este gen.

Las deleciones parciales o completas en la regién AZFc esta asociada con un
fenotipo variable que puede ser hipospermatogenésis, oligozoospermia, SCOS

entre otros.




. HIPOTESIS

La poblacién con antecedentes de infertilidad mostrara una mayor incidencia de

microdeleciones del cromosoma Y en comparacién con la poblaciéon sin estos

antecedentes.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. GENERAL

Comparar la incidencia de microdeleciones del cromosoma Y, en una poblacion
juvenil de la regién del bajio contra una poblacién que presenta antecedentes de
infertilidad en Médica Fértil.

IV.2. ESPECIFICOS

e Determinar la incidencia de microdeleciones del cromosoma Y en dos
poblaciones con y sin antecedentes de infertilidad.
e Determinar la microdelecion mas frecuente de las regiones de factores de

azoospermia (AZF) en cada una de las poblaciones.
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V. METODOLOGIA

V.1. Materiales

V.1.1.

Equipos y consumibles

Balanza Analitica .
Micropipetas automaticas de 2 uL, 10 uL, 20 ul, 100 pL, 200 uL y 1000 pL
Vértex

Centrifuga

Microcentrifuga

Incubador a 37°C

Refrigerador de -20°C

Refrigeraaor de 4°C

Espectrofotometro

Campana para PCR con UV y flujo laminar

Gradilla para mantener a 4°C los reactivos en viales

Termociclador (marca eppendorf, modelo Mastercycler epgradient)
Céamara de electroforesis

Fuente de poder

Analizador de imagenes con Transiluminador de luz UV

Computadora para el software del analizador de imagenes

V.1.2. Materiales

Matraces Erlenmeyer de 250 mi

Pipetas Pasteur

Probetas

Puntas para micropipetas estériles con y sin filtro de 10 pL, 20 pl, 100 pL,
200 pulL y 1000 ub
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V.1.3.

V.1.4.

Tubos de 5 a 10 mL con EDTA (tubos con tapa morada) para recolectar las
muestras de sangre periférica.

Agujas vacutainer

Viales con capacidad de 200 uL, 0.5 mL, 1.5 mL, 2.0 mL

Material Biolégico:
Sangre periférica recolectada de una poblacién de varones de 20-25 anos.
Sangre periférica de una poblacién de pacientes con antecedentes de

infertilidad (rango entre 19 y 56 aros).

Reactivos:

Kit de extraccion de DNA gendmico a partir de leucocitos (BIO-RAD).
Contiene: solucion de lisis RBC (de sus siglas en inglés, red blood cell), lisis
de DNA genomico, RNasa, solucién de precipitacion de proteinas y TE 1X.
Alcohol etilico

Alcohol isopropilico

Agua inyectable estéril

Agua MQ estéril

Buffer TE 1X (10 mm Tris-HCI, 1 mm EDTA, pH 7.5)

Buffer TBE 5X (1.0mM TRis, 0.9 mM &cido bérico, 0.01mM EDTA, pH 8.4)
Bromuro de etidio (5 mg/ml)

Agarosa Ultrapura (temperatura de gelificacion 34.5 a 37.5°C)

dNTPs

MgCl,

Taq polimerasa

Buffer de carga (10X Blue JuiceTM; 65% (p/v) sucrosa, 10 mM Tris-HCI (ph
7.5), 10mM EDTA, 0.3% (p/v) azul de bromofenol)

Marcador de DNA de 100 pb (pares de bases)

Agua destilada
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o Los oligonucleétidos utilizados para PCR-multiple, tanto para la reaccion Ay

B.

V.2. Métodos

V.2.1. Metodologia

Existen grandes diferencias en la prevalencia de microdeleciones, que oscila desde
el 1% hasta el 35% (Foresta y cols., 2001b) y 55% (Krausz y col., 2003; Briton-
Jones y Hanes, 2000) reflejando el criterio de seleccion del paciente. Por la tanto, la
incidencia actual de microdeleciones no es clara. El hombre infértil entra dentro de
una categoria de diagnéstico heterogéneo que puede ser clasificado con datos
seminoldgicos (normo-, oligo-, azoospermia) y/o estructura testicular (SCOS,

hipoespermatogénesis, arresto espermético) (Foresta y col., 2001b).

V.2.1.1. Poblacién con antecedentes de infertilidad

Pacientes con antecedentes de infertilidad el médico los refiere que la causa puede
ser factor masculino, se indica un estudio espermatico (espermatobioscopia), si
este resultado presenta algunos pardmetros anormales, principaimente
azoospermia (es decir ausencia de espermatozoides) y oligozoospermia (cuenta
espermatica disminuida) eran candidatos para el estudio de microdeleciones del
cromosoma “Y”. A individuos de esta poblaciébn que aceptaron, se les realizaron
otros estudios para la valoracion del hombre infértii como: analisis del semen
(Anexo IV, y V), ultrasonido testicular (Anexo VI), perfil hormonal (Anexo VII) y
cariotipo en sangre periférica (Anexo VIIi)
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V.2.1.2. Poblacion sin antecedentes de infertilidad

Se selecciond una poblacién juvenil masculina universitaria de entre 18 y 25 anos
de edad que no contaban con antecedentes de infertilidad. Se realizaron visitas a
diferentes facultades, en las que se impartié un seminario titulado: “Cromosoma Y,
de la investigacion bésica a la aplicacion clinica” en donde se les explicé de manera
general en que consistia el estudio; y se les invito a participar de manera voluntaria.
Para ello, se les pidié una muestra de sangre periférica. Se les dié aleer y a firmar
un consentimiento informado para darles a conocer por escrito sus derechos como
participantes del proyecto, ver anexo 1. Los voluntarios llenaron un cuestionario en
donde nos proporcionaron sus datos persbnales, asi como sus antecedentes

clinicos generales, ver anexo 2.
V.2.1.4. Venopuncién (extraccion de la sangre periférica)

Se extrajo la sangre de una vena de la parte interior del codo o la parte posterior de
la mano. Se limpi6 el sitio de la puncién con un antiséptico, en este caso alcohol del
96%:; se colocd una banda elastica alrededor del antebrazo para aplicar presion y
limitar el flujo sanguineo a través de la vena, lo que permite su dilatacion. Luego se
introdujo una aguja en la vena y se recolecté la sangre en un tubo vacutainer con el
anticoagulante Kz EDTA con capacidad de 7 mL. Durante el procedimiento, se retiro
la banda elastica para reestablecer la circulacién. Una vez tomada la muestra, se
rotulé el tubo con el nombre del participante, y se guardé en una caja para su facil
transportacién, manteniéndose alejados de la luz y evitando cambios bruscos de

temperatura.
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V.2.1.5. Registro de muestras

Al cuestionario y a la muestra de cada individuo le fue asignado un cédigo para

identificarlos y diferenciarios como muestras unicas.
EY-00-00 MYQ-00-00

En donde:

EY: representa a los estudiantes que participan en el estudio de microdeieciones
del cromosoma Y. MYQ: representa a los pacientes atendidos dentro de la clinica.
Los primeros dos digitos significan el nimero consecutivo que se le asignd a cada
individuo. Los ultimos dos digitos significan el afio en que se tomoé la muestra. Estos
datos se registraron en bitacoras en donde se tuvo el control de las muestras, asi

como sus datos personales.
V.3. Extraccion de DNA
V.3.1. Lisis celular

Para la extraccion de las células nucleadas a partir de la sangre periférica que se
obtuvo, podia separarse el mismo dia por medio de centrifugacién de 10 min a
3000 rpm o procesarse 24 horas después, permaneciendo la muestra a
temperatura ambiente, transcurrido este tiempo los componentes celulares se
separan y en ambos casos se obtiene la capa de células blancas que se formé
entre el plasma y el paquete globular (aproximadamente de 300 puL a 500 plL),
depositando la muestra en tubo estéril de 2 mL. El procedimiento se realizd segin
el protocolo de extraccion (BIORAD-Genomic DNA Blood Kit). La capa de celulas
blancas se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le adicioné la solucién de

Lisis RBC y se mezclé invirtiendo suavemente durante 10 minutos. A continuacion
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se centrifugd durante 1 min a 15,000 rpm. Se removid el sobrenadante con una
pipeta, dejando una pastilla blanca. Se agitd vigorosamente para resuspender las
células. Se adicionaron 300 uL de una solucién de lisis de DNA gendmico y se
resuspendieron las células cuidadosamente hasta homogenizar la muestra. Se
incubé a 37°C por 30 min, invirtiendo ocasionalmente el tubo. A continuacion se le
adicioné 1.5 pL de RNasa, se mezcl6 la muestra invirtiéndola (aproximadamente

unas 25 veces). Después se incubd durante 60 min a 37°C.

V.3.2. Precipitaciéon de proteinas

Se enfrid la muestra durante 10 min a -20°C, posteriormente se adicionaron 100 pL
de la solucion de precipitacion de proteinas y se agité vigorosamente durante 20
seq, se centrifugé a 15,000 rpm por 3 min (si la pastilla no estaba bien compacta se
repetia este paso adicionando la solucion de precipitacién de proteinas y
refrigerandola durante otros 10 min).

V.3.3. Precipitacion del DNA

Del paso anterior se recupera el sobrenadante que contiene el DNA en un vial de
1.5 mL conteniendo 300 pL de alcohol isopropilico al 100%, se mezcld la muestra
invirtiendo gentilmente el tubo unas 20 veces. Se centrifugé a 15,000 por 1 min. Se
quitd el sobrenadante invirtiendo el tubo e inmediatamente, se adicioné 300 plL de
alcohol etilico al 100% agitando el tubo para lavar el DNA. Se invirtid el tubo para
decantar el alcohol etilico y se dejé en esta posicidn para que se secara la muestra
(aproximadamente 10 min). Se adicioné de 200-400 ulL de solucién de hidratacién
de DNA. Después se incubaron las muestras a 65°C por 5 min para acelerar el
proceso de hidratacion o se dejaban toda la noche a temperatura ambiente. En
ambos procedimientos; las muestras posteriormente eran almacenadas a 4°C hasta

su utilizacion.
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V.4. Cuantificacion del DNA

Una vez hidratada la muestra, se cuantificé en un espectrofotémetro, midiendo la
densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 260 nm para DNA. La dilucién que
se emplea es de 1:50. Considerando que una DO es igual a 50 ng de DNA/mL, la
concentracion de DNA fue calculada en base a la siguiente formula: DO2so x 50 X
dilucién. La relacién de 260/280 debio ser > 1.8, indicandonos la pureza del DNA
obtenido. Cada tubo debié ser rotulado con el nimero de caso y la fecha para
poder identificarlos en cualquier momento. Por otra parte, el DNA se analizé por

electroforesis en un gel de agarosa al 1% para verificar su integridad.

V.5. Reaccién de PCR-multiple

Se requiri6 de controles internos de la propia técnica. Uno de ellos fue la
amplificacién del gen ZFX/ZFY. Este gen se utilizo porque estos oligonucledtidos
amplifican solamente un fragmento de DNA tanto femenino como masculino. Se
conté con controles positivos y negativos que consisten en muestras de DNA de un
hombre fértil y de una mujer, respectivamente. La muestra de DNA del hombre
fértil, fue control para verificar la sensibilidad y la especificad del ensayo. La
muestra de DNA femenino nos indicé especificidad de los cebadores, asi como
contaminacion de DNA de varén. Por otra parte, se requirié de un control en donde
se utilicen los mismos reactivos y enzimas, solo que esta ocasion en lugar de DNA,
fue reemplazado por agua. Ellos nos indicaron si tuvimos contaminacion por DNA
extrafio en los suministros que utilizamos. Esta reaccién se corrié con el mismo

conjunto de reacciones (Simoni, 2004a; Simoniy col., 2004b).
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Cuadro 4. Relacién de parejas de oligonucledtidos utilizados para la deteccion de
microdeleciones del cromosoma Y por PCR-multiple.

STS Secuencia de oligonuclebtidos Tamaro | Reaccién
(pb)
ZFY-F:5"-ACCRCTGTACTGACTGTGATTACC-3" 485pb
S ZFY-R:5-GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT-3"
SRY | SRY-F:5-GAATATTCCCGCTCTCCGGA-3 472 pb AyB
SRY-R:5-GCTGGTGCTCCATTCTTGAG-3"
AZFa | sY84-F:5-AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT-3" 320 pb
sY84-R:5-GCCTACTACCTGGAGGCTTC-3"
AZFb | sY127-F:5-GGCTCACAAACGAAAAGAAA-3’ 400 pb
sY127-R:5-CTGCAGGCAGTAATAAGGGA-3’ A
AZFc | sY254-F.5-GGGTGTTACCAGAAGGCAAA-3" 126 pb
8Y254-R:5-GAACCGTATCTACCAAAGCAGCAGC-3
AZFa | sY86-F.5-GTGACACACAGACTATGTTT C -3° 274 pb
sY86-R:5"-ACACACAGAGGGACAACCCT-3’
AZFb | sY134-F.5-GTCTGCCTCACCATAAAAGT-3" 301 pb B
‘ sY134-R:5-ACCACTGCCAAAACT TTCAA-3’
AZFc | sY255-F:5-GTTACAGGATTCGGCTGTAT-3" 126 pb
sY255-R:5-CTCGTCATGTGCAGCCAC-3

La reaccion de PCR-mdltiple se realizé6 en condiciones estériles y todo el proceso
se llevd a cabo en la campana para PCR, la cual antes de iniciar el procedimiento
permanecié de 5 a 10 minutos con la lampara de luz UV prendida, junto con todo el
material que fue utilizado para esta metodologia (micropipetas, puntas para
micropipetas, viales de varios tamanos, gradilla, agué, microcentrifuga, marcador
indeleble). La manipulacion de la muestra dentro de esta campana tuvo que ser con
guantes estériles que a su vez eran abiertos dentro de esta. La reaccién de
amplificacién del DNA se realiz6 en un volumen final (vf) de 25 puL, en donde el

volumen del agua y de la muestra es variable de acuerdo a la concentracién
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obtenida de cada muestra. En el cuadro 4, se presentan las concentraciones y

voltimenes de los reactivos utilizados para cada reaccion.

Cuadro 5. Relacién de reactivos para la reaccién de PCR-muditiple para la deteccion
de microdeleciones del cromosoma Y. *=volumen a determinar en cada muestra
(Simoni y col., 2004).

MULTIPLE A MULTIPLE B
Reactivo Concentracion Reactivo Concentraciéon
Agua * Agua *
dNTPs 1.5 mM dNTPs 1.5mM
Buffer 1X Buffer 1X
MgCl» 6.7 mM MgCl, 6.7 mM
Taq 2U Tag 2U
ZFY 2uM ZFY 2uM
SRY 2uM SRY 2uM
sY127(AZFa) 2uM sY86(AZFa) 2uM
sY84(AZFDb) 2uM sY134(AZFb) 2uM
sY254(AZFc) 2uM sY255(AZFc) 2uM
DNA 200ng DNA 200ng

La reaccién de PCR se realiza ademas del DNA del paciente con los siguientes tres
controles: a) DNA de mujer, b) DNA de un varén fértil y ¢) agua.

V.6. Condiciones de amplificacién

Las condiciones de amplificacibn fueron las siguientes: comenzé una
desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94°C, seguida de 27 ciclos de 94°C por 30
seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 1 minuto y una extension de 72°C por 3 min y
dejando las muestras a 4°C. Estas condiciones fueron para el termociclador
modelo Mastercycler epgradient (eppendorf). El equipo permanece en un &rea

restringida y separada de las demas para evitar posible contaminacion. El
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transporte de los tubos debio manejarse con guantes. Una vez terminada la

reaccion de PCR, las muestras fueron almacenadas a 4°C.

V.7. Analisis de la muestra (electroforesis de DNA)

Para el andlisis de los fragmentos amplificados, se utilizaron 15 ul de la muestra
obtenida por PCR y se cargaron en un gel de agarosa al 2.5% conteniendo TBE
0.5X y bromuro de etidio (5 mg/mL). La electroforesis se llevd a cabo en los
primeros 20 minutos a 100 V y después a 80 V durante 2 horas. Una vez que la
muestra se corri6 en el gel, se analizé el DNA por medio de un transiluminador de
luz UV y se capturé la imagen, la cual fue procesada en un software especializado
(Quantity One 1-D analysis Software) para analizar los fragmentos de DNA que
esperabamos; en este estudio debieron ser 5 para cada multiple (A y B).

V.8. Entrega de resultados

Los resultados para pacientes con antecedentes de infertilidad fueron un original
para el interesado y una copia para el expediente clinico. Los resultados para la
poblacion juvenil se entregaron de manera personal en sobres cerrados. Por otra
parte, el laboratorio cuenta con un respaldo de los resultados tanto impreso como
digital.




VI. RESULTADOS

VI.1. Deteccion de Microdeleciones en la poblacién con antecedentes de infertilidad

Los resultados que se obtuvieron en este estudio fueron de una poblacién de 102
varones con antecedentes de infertilidad, presentando una espermatobioscopia
alterada con oligozoospermia o azoospermia, que fueron atendidos en Médica
Fértil, en el periodo de enero del 2004 a mayo del 2007. Esta poblacidn se
encontraba en un rango de edad entre 19 a 53 arfios. Para este estudio se
eliminaron a los pacientes que presentaron un cariotipo alterado (cambios

estructurales y/o numéricos).

El estudio de microdeleciones del cromosoma Y, fue realizado por medio de la
técnica PCR-mudltiple, y todas las muestras de DNA fueron analizadas a la par con
controles negativos (DNA femenino) y positivos (DNA masculino), asi como un
control interno para la reaccién denominado blanco de agua (libre de DNAasas y
RNAasas). En la figura 8 se muestra la amplificacion de las muestras de controles
negativos y positivos, asi como el control interno de la reaccién denominado blanco,
los carriles 1, 2, 3, 4, 5 y 6 son pacientes con antecedentes de infertilidad, a los
cuales por medio de DNA gendmico fueron identificadas tres regiones del
cromosoma Y (AZFa, AZFb y AZFc). Los productos de amplificacién obtenidos por
PCR y analizados en un gel de agarosa que se muestran en los carriles 1, 2, 3,4, 5
y 6 son pacientes que presentan los fragmentbs esperadas para la Multiple A:
SRY=472 pb, ZFY=495 pb, AZFa=320 pb, AZFb=274 pb y AZFc=400 pb; para la
Multiple B: SRY=472 pb, ZFY=495 pb, AZFa=301 pb, AZFb=326 pb y AZFc=126
pb. Los productos de amplificaciéon obtenidos por PCR y analizados en un gel de
agarosa muestran los fragmentos esperados en la amplificacidn dirigida a
diferentes STS del cromosoma Y. Todas las muestras de pacientes que se observa
en la figura 8 presentaron amplificacion para las tres regiones AZF al igual que las

regiones de los genes SRY y ZFY.
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Figura 8. Productos amplificados de una PCR-mdltiple (normales) analizado en un
gel de agarosa al 2.5% por electroforesis identificando los siguientes genes: ZFY,
SRY, AZFa, AZFb y AZFc; pb= pares de bases, M=Marcador de peso molecular,
CF= Control Femenino, CM= Control Masculino.

En la figura 9 se amplificaron las muestras de controles negativos y positivos, ‘asi
como el blanco para descartar contaminacién de DNA. Los carriles 1, 2, 3y 4, son
pacientes con antecedentes de infertilidad, a los cuales por medio de DNA
gendémico se les identificaron las regiones especificas del cromosoma Y. La
muestra que se encuentra en el carril 3, no presenta las bandas esperadas para la
region AZFc en ninguna de las dos reacciones (A y B), indicandonos que este
paciente presenta una microdelecién de la region AZFc (evidenciada con una flecha
en la figura 9). El blanco demuestra que no existe contaminacion con DNA

contaminante.
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Multiple A Multiple B
CFCM1 2 3 4 MCCM1 2 3 4 B

Figura 9. Productos amplificados de una PCR-multiple (paciente deletado)
analizado en un gel de agarosa al 2.5% por electroforesis identificando a los
siguientes genes: ZFY, SRY, AZFa, AZFb y AZFc. La flecha indica la ausencia de la
region AZFc en la reaccién A y B. pb=Pares de bases, M=Marcador de peso
molecular, CF=Control Femenino, CM=Control Masculino, carril 1 (MYQ24-07), 2
(MYQ25-07), 3 (MYQ22-07), 4 (MYQ17-07) y Bco=blanco.

En el cuadro 6, se muestran los resultados obtenidos del estudio de
microdeleciones del cromosoma Y, asi como la edad de cada paciente. Los casos
que se encuentran en negro, son aquellos pacientes que en el estudio de
microdeleciones del cromosoma Y, su resultado fue normal, a pesar de tener una
espermatobioscopia alterada. Los casos que se encuentran en azul, son aquellos
pacientes que en el estudio de microdeleciones su resultado presenté una o mas
regiones deletadas (esta diferenciacién de pacientes se presentara de igual manera

en tablas posteriores).
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Cuadro 6. Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes

CTMY0104 | NORMAL MYQ0505 NORMAL

1

2 MY0304 32 NORMAL 45 | MYQO0605 | 22 NORMAL
3 MY0404 30 AZFc ausente 46 MYQOQ705 | 24 AZFc ausente
4 MY0504 30 NORMAL 47 | MYQO0905 | 32 NORMAL
5 MY0604 28 NORMAL 48 | MYQ1105 | 32 NORMAL
6 MY0704 38 NORMAL 49 | MYQ1205 | 41 NORMAL
7 MYQ0804 33 NORMAL 50 | MYQ1305 | 40 NORMAL
B MY1004 34 AZFc ausente 51 MYQ1405 | 44 NORMAL
9 MY1204 38 NORMAL 52 | MYQ1605 | 52 NORMAL
10 MY1303 46 NORMAL 53 | MYQ1705 | 36 NORMAL
1 MY1504 25 NORMAL 54 | MYQ1805 | 41 NORMAL
12 MY 1604 38 NORMAL 55 | MYQ1905 | 36 NORMAL
13 MY 1704 26 NORMAL 56 | MYQ2005 | 34 NORMAL
14 MY 1804 32 NORMAL 57 | MYQ2105 | 32 NORMAL
15 MY 1904 44 NORMAL 58 | MYQ2205 | 46 NORMAL
16 MY2004 34 NORMAL 59 | MYQ2305 | 38 NORMAL
17 MY2204 36 AZFc ausente 60 | MYQ2405 | 47 NORMAL
18 MY2304 45 NORMAL 61 MYQ2505 |( 33 NORMAL
19 MY2404 45 NORMAL 62 | MYQ2605 | 47 NORMAL
20 MY2504 45 NORMAL 63 | MYQ2705 | 30 NORMAL
21 MY2604 26 NORMAL 64 | MYQ2805 | 36 NORMAL
22 MY2704 24 NORMAL 65 | MYQ2805 | 31 NORMAL
23 MY2904 35 NORMAL 66 | MYQ3005 | 36 NORMAL
24 MY3104 31 NORMAL 67 | MYQO0106 | 43 NORMAL
25 MY3204 25 NORMAL 68 | MYQO0306 | 40 AZFc¢ ausente
26 MY3304 33 NORMAL 69 | MYQO0406 | 34 NORMAL
27 MY3504 30 NORMAL 70 | MYQO506 | 38 NORMAL
28 MY 3604 35 NORMAL 71 MYQO0606 | 36 NORMAL
29 MY3804 27 NORMAL 72 | MYQO0806 | 34 NORMAL
30 MY4004 29 NORMAL 73 | MYQO906 | 38 NORMAL
31 MY4104 38 NORMAL 74 | MYQ10068 | 35 NORMAL
32 MY4204 50 NORMAL 75 | MYQ1106 | 31 NORMAL
33 MY4304 35 NORMAL 76 | MYQ1306 | 41 NORMAL
34 MY0105 50 NORMAL 77 | MYQ1406 | 28 NORMAL
35 MY0205 34 NORMAL 78 ( MYQ1506 | 41 NORMAL
36 MY0505 27 NORMAL 79 | MYQ17068 | 32 NORMAL
37 MY0605 29 NORMAL 80 | MYQ2006 | 34 NORMAL
38 MYQ705 34 NORMAL 81 MYQ2108 | 32 NORMAL
39 MY0805 31 NORMAL 82 i MYQ2206 | 29 NORMAL
40 MY1005 30 NORMAL 83 [ MYQ2306 | 29 NORMAL
41 MYQO0105 | 29 NORMAL 84 | MYQ2406 | 33 NORMAL
42 MYQO0205 | 34 NORMAL 85 | MYQ2506 | 32 NORMAL
43 MYQO0405 | 33 NORMAL 86 | MYQ2706 | 32 NORMAL




Cuadro 6. Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes
con antecedentes de infertilidad.

[ MYQ2806 |23 | AZFcausente MYQ1107 | 4 "NORMAL

88 | MYQo0207 NORMAL 96 | MYQ1207 | 25 AZFc ausente
89 | MYQO0407 NORMAL 97 | MYQ1607 | 32 NORMAL
90 | MYQO0507 NORMAL 98 | MYQ1807 | &3 NORMAL
91 | MYQO0607 NORMAL 99 | MYQ1907 | 26 AZFc ausente
92 [ MYQQO707 NORMAL 100 | MYQ2007 1 41 NORMAL
93 | MYQO0807 NORMAL 101 | MYQR107 | 48 NORMAL
94 | MYQO0907 NORMAL 102 | MYQ2207 | 30 NORMAL

V.1.1. Incidencia de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con problemas
de infertilidad

En pacientes con antecedentes de infertilidad, presentando un diagnéstico de
espermatobioscopia alterada (oligozoospermia y azoospermia), evidenciamos que

nueve (8.8%), presentaban la delecion de una regién, figura 10.

8.8%

91.2%

O normales ® deletados

Figura 10. Incidencia de las microdeleciones del Cromosoma Y, en una poblacién
del bajio del pais con antecedentes de infertilidad.




En todos los pacientes se presenté solo la delecién de la region AZF, figura 11.
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Figura 11. Frecuencia de las microdeleciones del cromosoma Y en la poblacién del
bajio

En el anexo IX, se presenta una tabla en donde se concentran los resultados de los
individuos a los que se les hicieron los estudios de espermatobioscopia, ultrasonido
testicular, perfil hormonal y cariotipo en sangre periférica, datos que son necesarios
para la valoracion del hombre infértil y que permitira al médico dar una asesoria
especifica a la pareja y asi poder decidir sobre la mejor técnica de reproducciéon

asistida.

V1.2. Deteccion de Microdeleciones en la poblacién sin antecedentes de infertilidad.

La segunda poblacién fueron individuos voluntarios a los cuales se les realizé la
deteccién de microdeleciones del cromosoma Y, el rango de edad que se determind
como adultos jovenes fue de 18 a 25 afios, ninguno presentaba antecedentes de
infertilidad. Las muestras fueron recolectadas y procesadas durante el periodo de

44




octubre del 2005 a enero del 2007. El estudio de microdeleciones del cromosoma Y
se realizd también por la técnica de PCR-multiple a partir del DNA gendémico. Todas
las muestras se analizaron con sus respectivos controles. En la Figura 12 se
presentan cinco muestras representativas de esta poblacion analizando a los cinco
genes: ZFY, SRY, AZFa, AZFb y AZFc.

Multiple A Multiple B

200

100 100 *°

Figura 12. Productos amplificados de una PCR-mdiltiple (poblacion juvenil).
Electroforesis de un gel de agarosa al 2.5% de los productos de PCR obtenidos a
partir de DNA gendmico de una poblacién juvenil, identificando los siguientes
genes: ZFY, SRY, AZFa, AZFb y AZFc; pb= pares de bases, M=Marcador de peso
molecular.

A continuacién, en el cuadro 6 se concentran los resultados de la poblacidén sin
antecedentes de infertilidad quienes no presentan microdeleciones de cromosoma

Y, por medio de esta metodologia.
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Cuadro 7. Resultados de la deteccidn de microdeleciones del cromosoma Y en la

d (controles).
T
|

EY-01-05 |  Normal EY-42-05 Normal

EY-02-05 Normal EY-43-05 Normal
| EY-03-05 Normal EY-44-05 - Normal
EY-04-05 Normal EY-45-05 Normal
EY-05-05 Normal EY-46-05 Normal
' EY-06-05 Normal EY-47-05 Normal
EY-07-05 Normal EY-48-05 Normal
EY-08-05 Normal EY-49-05 Normal
EY-09-05 Normal EY-50-05 Normal
EY-10-05 Normal EY-51-05 Normal
EY-11-05 Normal EY-52-05 Normal
EY-12-05 Normal EY-53-05 Normal
EY-13-05 Normal EY-54-05 Normal
EY-14-05 Normal EY-55-05 Normal
EY-15-05 Normal EY-56-05 Normal
EY-16-05 Normal EY-57-05 . Normal
EY-17-05 Normal EY-58-05 Normal
EY-18-05 Normal EY-59-05 Normal
EY-19-056 Normal EY-60-05 Normal
EY-20-05 Normal EY-61-05 Normal
EY-21-05 Normal EY-62-05 Normal
EY-22-05 Normal EY-63-05 Normal
EY-23-05 Normal EY-64-05 Normal
EY-24-05 Normal EY-65-05 Normal
EY-25-05 Normal EY-66-05 Normal
EY-26-05 Normal EY-67-05 Normal
EY-27-05 , Normal EY-68-05 Normal
EY-28-05 Normal EY-69-05 Normal
EY-29-05 Normal EY-70-05 Normal
EY-30-05 Normal EY-71-05 Normal
EY-31-05 Normal EY-72-05 Normal
EY-32-05 Normal EY-73-05 Normal
EY-33-05 Normal EY-74-05 Normal
EY-34-05 Normal EY-75-06 Normal
EY-35-05 Normal EY-76-06 Normal
EY-36-05 Normal EY-77-06 Normal
EY-37-05 Normal EY-78-06 Normal
EY-38-05 Normal EY-79-06 Normal
EY-39-05 Normal EY-80-06 Normal
EY-40-05 Normal EY-81-06 Normal
EY-41-05 Normal EY-82-07 Normal
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VIl. DISCUSION

Nuestra poblaciéon con antecedentes de infertilidad presenté microdeleciones del
cromosoma Y en el 8.8% (9/102). Lo contrario de nuestra poblacién general (sin
antecedentes de infertilidad) en los cuales se amplificaron todos los fragmentos de
PCR esperados con los oligonucléotidos dirigidos contra genes y/o marcadores
localizados en regiones especificas del cromosoma Y. Estos datos refuerzan lo
publicado por otros autores quienes tampoco detectan la ausencia de estas

regiones en hombres fértiles (Tournaye y col., 1997 y Foresta y col., 2001a).

Una de las causas mas frecuentes de infertilidad en el varén, es debido a las
alteraciones en la producciéon de espermatozoides (Mitra y col., 2006). El factor
genético mas relacionado es debido a la ausencia de algunos genes, los cuales
pueden ser identificados mediante el estudio de microdeleciones del cromosoma Y.
Su incidencia oscila entre el 1% al 55%, reflejando el amplio criterio médico para la
realizacion de este estudio (Forti y Krausz, 1998; Foresta y col., 2001a; Foresta y
col., 2001b; Rolf y col., 2002; Krausz y col.,, 2003 y Tomassi y col., 2003). Este
rango de incidencia es muy amplio, pero de acuerdo a lo publicado con varios
autores el criterio de exclusién para la realizacion de este estudio, es para aquelios
pacientes que presentaron problemas de infertilidad debido a alteraciones en la
espermatogénesis, azoospermia u oligozoospermia, reduciendo asi el rango de
incidencia (3% a 28%), debido a que el estudio esta dirigido a una poblacién mas
especifica (Toumnaye y col., 1997), ver Figura 13. Esta misma figura muestra de
manera mas clara la variabilidad de la incidencia de microdeleciones dependiendo

de la region de la poblacién en donde se realizé el estudio.
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CROMOSOMA Y

Figura 13. Paises en que se realizé el estudio de microdeleciones del cromosoma
Y. Comparacién de la incidencia de las microdeleciones del cromosoma Y, en

varios estudios revisados en la literatura cientifica: " Reijo y col.,, 1995. USA,
* Reijo y col, 19996, USA, Vogt y col., 1996, Alemania, Najmabadi y col.,
1996, California, * Qureshi y col.,, 1996, Escocia, " Foresta y col., 1996, ltalia,
* Stupia y col., 1996, ltalia, * Kent-First, y col., 1996, Inglaterra, ® Pryor y col.,

1997, Minnesota, * Simoni y col., 1997, Alemania, * Kremer y col, 1997, Paises
Bajos, * Tornaye y col., 1997, Bélgica, * Seifer y col., 1997, Francia, " Krausz y col.,
1999, Francia, * Martinez y col.,, 2000, Espafa, " Yao y col, 2001, China,
* Shimizu y col., 2002, Japon, Calleja y col., 2003, México, * Dada y col., 2003,
India, * Thangaraj y col., 2003, India, * Sargin y col., 2004, Turquia, " Awady y col.,
2004, Egipto, * Song y col., 2006, Ristanovic y col., 2007, Serbia, = Rejeb y col,,
2007, Tunez, * Resultados de este trabajo, GENEDICA, 2008 (trabajo prersentado
en XXXII AMGH, Oaxaca, 2007, Anexos Xy Xl).

Se ha observado que la incidencia de microdeleciones es mas alta en pacientes
con azoospermia, en comparacion con los gue presentan una cuenta espermatica
disminuida (oligozoospermia). El estudio realizado por Krausz y col., 2003 con una
poblaciéon europea con un total 250 pacientes con oligozoospermia y azoospermia,
presentando mayor cantidad de microdeleciones en pacientes azoospermicos.
Nuestros resultados coinciden con los reportes anteriores, evidenciando en nuestra
poblacién la relacidn que existe entre una espermatobioscopia alterada vy
microdeleciones del cromosoma Y (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Clasificacion de la poblacion con antecedentes de infertilidad de acuerdo
a la concentracion espermatica y delecién del cromosoma “Y”.

CONCENTRACION ESPERMATICA Otros
Azoospermia Oligozoospermia
sin delecién |  36/102(38.7%) 36/102(38.7%) | 21/102(22.6%)
deletados 5/9(55.6%) 4/9(44.4%) 0

Los pacientes que mostraron microdelecién, la mayoria de ellos presentan
azoospermia en un 55.6%, y los oligozoospermicos en un 44.4%. En estos
pacientes con la identificacién de delecién en el cromosoma Y, nos permitié asociar
la ausencia de esta regidbn como agente etiolégico de la infertiidad en estos

varones

Los demas pacientes con analisis del semen alterado y sin deleciones puede
asociarse a causas genéticas como la ausencia bilateral de vasos deferentes,
CBAVD, (congenital bilateral absecens of the vas deferens), que es caracterizado
por la variable regresién en diferentes secciones del epididimo, esta alteracién se
presenta en pacientes azoospermicos. Se ha asociado la CBAVD con mutaciones
del gen regulador del conductor transmembrana, de fibrosis quistica, CF (Cystic
Fibrosis) (Huynh y col., 2002; Shin y col; 1997). Otra causa genética asociada a
espermatogénesis deficiente, puede deberse a la mutacién del gen receptor de
androgenos (receptor androgen gen), localizado en Xq11.1 (Martinez y col., 2008).
Entre otras causas genéticas se ha reportado la ausencia del gen elemento
modulador de respuesta de cAMP, CREM gene (cAMP-responsive element gene)
como responsable de una inadecuada espermatogénesis (Tournaye y col., 1997).

En cuanto a los pacientes que presentan otro tipo de alteraciones en la
espermatobioscopia, como morfologia, movilidad y volumen de eyaculado, 21/93

(22.6%), no se evidenciaron microdeleciones del cromosoma Y, esto también
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coincide con reportes previos que evallan estos pardmetros para observar alguna
correlacién con microdeleciones del cromosoma Y (Foresta y col., 2001; Strauss y
Barbieri, 2004).

De las tres regiones delatadas del cromosoma Y, la delecién que ocurre con mayor
frecuencia se presenta en la region AZFc. Los padres de pacientes con
microdeleciones no presentan esta alteracion, sugiriendo asi que las
microdeleciones se originan en la linea germinal del padre o que las
microdeleciones sean originadas de novo, siendo esta, la causa mas comun que se
ha reportado en 1 de 4000 varones, debido a la susceptibilidad del material
genético del cromosoma Y, dandose la delecién durante la recombinacion de la
regién no recombinante (Foresta y col., 2001b, Kuroda-Kawaguchi y col., 2001,
Vogt, 2005), por lo tanto el futuro hijo carecera de la misma regién deletada. Por
otra parte, se han reportado microdeleciones en hombres fértiles, siendo estas
pequerias. Esta delecion puede ser transmitida a la progenie masculina siendo del
mismo tamano o mas grande, causando en los hijos fenotipos diferentes
(oligozoospermia y azoospermia), (Chang y col., 1999; Foresta y col, 2001;
Kuhnert y col., 2004 y Silber y Repping, 2002). En este estudio se reporté un caso
familiar en donde tres integrantes (hermanos), se sometieron al estudio de
microdeleciones del cromosoma Y, y todos ellos, presentaron la delecion de la
regibn AZFc y un cariotipo normal, a excepcion de uno de ellos que presento
Sindrome de Klinefelter (casos MYQ2606, MYQ1207 y MYQ1307). Nosotros
sugerimos que la delecién de los miembros varones de esta familia fue heredado,
en estos casos seria ideal hacer el estudio al padre, pero desafortunadamente en
este caso familiar la persona estaba finada.

De acuerdo a los resultados arrojados en este estudio, el 100% de los pacientes
gue presentan delecidn es de la regién AZFc. Nuestros datos coinciden con o
reportado en la literatura internacional, en donde pudimos evidenciar que la regién

AZFc es la que presenta mayor incidencia en nuestra poblacion de estudio de la
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region del bajio. En un estudio realizado en una clinica privada en Leodn,
Guanajuato emplearon 18 sitios de secuencia marcada, reportando
microdeleciones de las regiones AZFb, AZFc y AZFd, en un 13.9%(5/36) en
pacientes azoospermicos (Calleja y col., 2003).

Los parametros clinicos que presentan los individuos con microdeleciones del
cromosoma Y, son variables, los que se han relacionado con mayor frecuencia
debido a la correlacion con la reproduccion, es la concentracion espermatica
disminuida, volumen testicular disminuido y altos niveles de Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) en plasma (Forti y Krausz, 1998; Foresta y col., 2001b,
Frydelund-Larsen y col., 2002; Krausz y col., 2003).

Nosotros no pudimos realizar una correlacién de FSH y microdeleciones, ya que a
solo el 24.7% de nuestra poblacién de estudio se les realizo el perfil hormonal.
Dentro de est& poblacion, seis de ellos presenté microdelecion de alguna region y
dos de ellos tienen esta hormona ligeramente elevada. En un estudio realizado con
pacientes con infertilidad idiopatica y con varones con microdeleciones, no se
encuentra diferencia significativa en los niveles de FSH (Tomassi y col., 2003).
Nosotros, al igual que Tommassi, sugerimos que los genes del cromosoma Y que
estan deletados, provocan alteracion en la espermatogenesis, causando infertilidad,
ya que la expresion de estos genes se limita en las células germinales.

La evaluacion del volumen testicular es importante en la valoracién del hombre
infértil, ya que es sabido que el 85% del volumen testicular, es ocupado por las
células germinales masculinas (Carlsen y col., 2000). En los testiculos, existen
zonas en donde la produccién de espermas es normal, en comparacién con otras
regiones testiculares donde se presenta, solamente células de Sertoli o arresto
espermatico (Friedler y col., 1997).
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El volumen testicular promedio es de 15-25 cc (Mendoza, 2008). La disminucién de
este generalmente indica un dafio en la produccién de espermatozoides (Forti y
Krausz, 1998).

En el Cuadro 9, presentamos una relacién entre volumen testicular y ausencia o
presencia de regiones AZF, los datos presentados en esta tabla, no nos permiten
hacer una correlacion entre el volumen testicular y las microdeleciones, ya que
tanto pacientes que no presentan microdeleciones, también presentan una
disminucién en el volumen testicular. En la poblacién de varones atendidos en la
clinica, el volumen testicular es un indicativo de fallo en la espermatogénesis, pero
nosotros sugerimos gue no es un parametro para determinar la presencia de
espermatozoides en el testiculo, ya que el paciente MYQ22-07 a pesar de tener un
volumen de casi un 50% menor al de un individuo normal, tiene espermatozoides

en el eyaculado.

Cuadro 9. Relacién de volumen testicular en pacientes con y sin deleciones del
cromosoma Y. '

VOLUMEN
TESTICULAR Microdeleciones del
Caso derecho | izquierdo cromosoma Y EBD

(cc) (cc)
MY 18-04 4.2 3.2 Normal azoospermia
MY27-04 6.5 6.1 Normal azoospermia
MYQO03-06 | 3.5 3.1 Microdelecién de AZFc | azoospermia
MYQ14-06 | 11.8 15.9 Normal oligozoospermia
MYQ28-06 | 9.8 9.3 Microdelecion de AZFc | azoospermia
MYQQ04-07 | 17.1 16.8 Normal oligozoospermia
MYQ12-07 | 107 10.7 Microdelecién de AZFc | azoospermia
MYQ22-07 | 8.4 6.3 Microdelecion de AZFc | oligozoospermia

Es importante sugerir al medico tratante realizar el estudio de microdeleciones del
cromosoma Y, en pacientes con espermatobioscopia alterada, ya que este estudio
de las microdeleciones puede ser una herramienta complementaria a los demas
estudios para la valoracion del hombre infértil (perfil hormonal y volumen testicular)

y nos puede ayudar a determinar la presencia o no de espermatozoides en [os
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testiculos antes de que el paciente sea sometido a una biopsia testicular, en
particular con los pacientes azoospermicos con delecién de la region AZFc, un
porcentaje elevado (58%) de ellos presenta hipoespermatogenesis severa en tejido
testicular (Foresta y col, 2001a). Por ello se recomienda realizar el estudio de
microdeleciones a pacientes con oligozoospermia y azoospermia, ya que el estudio
tiene un valor pronoéstico y predictivo. La ausencia de la region AZFc esta asociada
con un fenotipo variable que puede ser hipospermatogenésis, oligozoospermia,
SCOS entre otros. Una posible explicacion para los variables fenotipos, es una
regresion progresiva del epitelio germinal, la cual ha sido reportada en pacientes
con deleciones de AZFc (Krauzs y col.,, 2003). Portadores con esta delecion y
presentando oligozoospermia es recomendable la criopreservacion de espermas
con el fin de evitarse usar técnicas invasivas tales como Biopsia Testicular con
Extracciéon de Espermas (TESE, TEsticular Biopsy and Sperm Extraction) (Krausz y
col., 2003, Strauss y Barbieri, 2004). Espermatozoides de pacientes con
microdeleciones de la regiébn AZFc en el cromosoma Y se pueden utilizar para
procedimientos como FIV o ICSl. Después de la fertilizacion, la delecion en el
Cromosoma Y es transmitido a la progenie masculina. El fenotipo de la siguiente
generacién puede variar substancialmente y al extenderse la falla espermatica no

se puede predecir por completo, (Krausz y col., 2003 y Kurinczuk, 2003).

En hombres azoospermicos, la presencia de una delecién completa de AZFa esta
correlacionado con SCOS (Blanco y col., 2000) y con quienes AZFb, ya que la
delecion de esta region esta relacionado con arresto espermatico (Cooke, 1999;
Krausz y col., 2003), tiene prondstico negativo para una recuperacién de esperma
testicular. Pacientes que presentan las deleciones de estas ultimas dos regiones
mencionadas, es recomendable sugerir donacibn de espermas (semen de

donante).

De acuerdo a lo discutido anteriormente, el algoritmo propuesto en el estudio del

hombre infértil, es el que a continuacion se presenta.




Espermatobioscopia

i
‘ I A
Azoospermia Oligozoospermia Normal
CARIOTIPO
ALTERADO NORMAL

!

MICRODELECIONES
DEL CROMOSOMA Y

Figura 14. Algoritmo para la valoracién del varén infértil en el Instituto Médica Fértil.

Este estudio abre nuevas posibilidades de diagnosticar a la pareja infértil, el cual
permite determinar el agente etiolégico ademas de tener un valor diagnéstico y
prognostico. Por otra parte, nos permitié conocer que AZFc regién més deletada es,
por lo tanto podriamos sugerir en un futuro tener mas marcadores y el fenotipo mas
comun que podamos encontrar en los pacientes, en particular para el porcentaje de
pacientes con la delecién de Ia region AZFc, que aunque bajo, después de una
intervencién de biopsia testicular no se encuentran espermatozoides, quiza entre
mas marcadores podamos establecer una relacion entre los diferentes marcadores
localizados en el brazo largo del cromosoma Y.
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Viil. CONCLUSIONES

La incidencia de microdeleciones del cromosoma Y es mayor en pacientes que
presentan antecedentes de infertilidad, en comparacién con quienes no presentan

este tipo de antecedentes.

Las microdeleciones del cromosoma Y se presentan en pacientes con azoospermia
y en menor proporcion en individuos que tienen una cuenta espermatica

disminuida.

La regién del cromosoma Y que se deleté con mayor frecuencia en nuestra

poblacion fue la region AZFc.
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ANEXO 1.
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Deteccion de Microdeleciones del cromosoma Y dentro de una poblacion juvenil en el
estado de Querétaro.

Responsables: Janet Araceli Rodriguez Guzman, M. en C. Anna Berenice Juarez Espinosa, Dr.
Sergio Romero Gomez, Dr. Rafael Sanchez Usabiaga.

Laboratorio de Genética Reproductiva, Médica Feértil. Prol. Constituyentes 128, Col. El Jacal. CP
76180. Querétaro, Qro. TEL: (442) 242 10 43/2154624.

informacién Preliminar

Los seres humanos tenemos 23 pares de cromosomas, uno de ellos define el sexo de cada
persona y se le conoce como par sexual, las mujeres tienen un par XX y los varones XY. El
cromosoma Y del varon dirige la formacion de los espermatozoides.

Dos de las causas mas comunes de la infertlidad masculina son la oligozoospermia (baja
cantidad de espermatozoides) y la azoospermia (ausencia de espermatozoides), ambas afecciones
pueden deberse a una multitud de causas como enfermedades, infecciones, desordenes hormonales,
obstruccion / ausencia de conductos seminales 0 a causas genéticas.

Los espermatozoides se forman en los testiculos por medio de un proceso llamado
espermatogénesis (formacién de espermatozoides) y los genes criticos para la Espermatogénesis
estan localizados en el brazo largo del cromosoma Y, dentro de una regién conocida como Factor de
AZoospermia (AZF), la regién AZF se divide en.tres zonas llamadas AZFa, AZFb y AZFc, cualquier
daio en estas zonas produce la disminuciéon o ausencia de espermatozoides, esta condicion se le
denomina microdeleciones del cromosoma Y.

Los portadores de dafios del cromosoma Y son normales en cualquier otro aspecto, pero es
posible analizar la regién AZF por biologia molecular, para determinar si se han perdido uno o varios
fragmentos de cada zona.

Al localizar si existe una causa genética de la azoospermia y la oligozoospermia es posible
identificar de manera segura la causa de infertilidad masculina.

En algunos casos es posible tomar medidas correctivas que permitan al varén afectado ser padre,
e incluso es posible tomar medidas preventivas ya que las microdeleciones son hereditarias a todos
los hijos varones.

Esta informacion evita que al paciente se le someta a tratamientos de infertilidad que no seran
efectivos e incluso a intervenciones quirlirgicas innecesarias como la biopsia testicular, cuando de
antemano ya se sabe que no se encontraran espermatozoides.

Médica Fértil es una insfitucion privada que cuenta con el registro de RENIECyT, y que realiza
investigacion en genética reproductiva. En este momento estamos realizando un estudio para contar
con datos acerca de la incidencia de las Microdeleciones del cromosoma Y en poblaciones juveniles
del estado de Querétaro y es por eso que se le invita a formar parte del este estudio.

La determinacion se lleva a cabo por Multiplex PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) y
solo requiere de una toma de muestra de sangre periférica.
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Que se le pide:
o Se requiere que usted conteste un cuestionario.
o Latecnica requiere una muestra de sangre periférica y no tendra ningiin costo para usted.

A que tiene derecho:

¢ Aque se le informe de manera confidencial del resultado de esta prueba.

e Aquelaentrega de este estudio sea exclusivamente de forma personal.

¢ A que NO se le informe a nadie del resultado de este estudio, incluso a.usted si prefiere no
enterarse del resultado.

e Toda la informacién generada o colectada en este estudio incluyendo sus datos personales y
resultados obtenidos, son confidenciales y solo el personal directamente involucrado en la
realizacién del mismo tiene acceso a ellos.

A que las muestras sean destruidas en caso de que usted decida salirse del estudio.

e A que las muestras sean destruidas una vez terminado el estudio y que no sean usadas en

ninguna ofra investigacion.

Posibles beneficios

Algunos tipos de microdeleciones del cromosoma Y permiten tener hijos a una edad temprana.
Los varones a quienes se les detecta de manera oportuna la presencia de Microdeleciones pueden
congelar muestras espermaticas para ser utilizadas a futuro permitiéndoles ser padres a cualquier
edad por técnicas de Fertilizacion in Vitro.

Por lo anterior este estudio sera de beneficio para las personas que se sometan al estudio en un
futuro.

‘Declaro que la informacion que contiene este documento fue leida por el voluntario y que se
contestaron todas sus dudas”

Responsable:

Nombre y Firma Fecha

“‘Declaro que estoy de acuerdo con la realizacion del estudio, que entiendo la informacion
contenida en este documento y que cada una de mi dudas fue resuelta de manera claray completa®

Voluntario:

Nombre y Firma Fecha

PROYECTO APOYADO POR CONACyT: QR0O-2003-C01-9864
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ANEXO Il

¥

RESUMEN CLINICO PARA
ESTUDIO DE MICRODELECIONES

médicaténi Caso No.:
Nombre de! paciente:

Edad: Teléforo

Fecha de toms de musstra:

Medicantentos:

Antibifiticos:

Hijos presios (el

AHes de esteriidad: . . q y
Anmtécsdentos familisces ae infertilidad: -. i;

Estdip dercariotipo provior
Enfarmadag crinica (s/n):

Ocupscitre
Exposicitn a teratogencs:

Laractents saxiales SECLEGENDS:

Estudios hormonales:

Resultados de espermatoly
Otros eetudios: "




ANEXO Iil.

WNALISIS MOLECULAR
NOMBRE DEL PACIENTE:
CASO: EY -05
FECHA TOMA DE MUESTRA: - -2005
FECHA INFORME: - -2005
ESTUDIO REALIZADO: Microdeleciones del cromosoma Y
TECNICA UTILIZADA: PCR multiplex de STS del cromosoma Y.
RESULTADO:
Multiplex A: Resultado de PCR Multiplex B: Resultado de
PCR
ZFY Presente ZFY Presente
SRY Presente SRY Presente
sY254 (AZFc) Presente sY86 (AZFa) Presente
sY84 (AZFa) Presente sY134 (AZFDb) Presente
sY127 (AZFDb) Presente sY255 (AZFc) Presente

OBSERVACIONES: Los andlisis se realizaron por duplicado v como
referencia se tomaron controles positivos y negativos. No se encontré ninguna
minrodelecion mediante esta metodoloaia.

REALIZO: Laboratorio de Genética Reproductiva

MC. Anna Berenice Juarez Espinosa pQFB. Janet Araceli Rodriguez Guzman
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ANALISIS MOLECULAR

NOMBRE DEL PACIENTE:

CASO: MYQ12-07

FECHA TOMA DE MUESTRA: 10-ABRIL-2007

FECHA INFORME: 14-ABRIL-2007

ESTUDIO REALIZADO: Microdeleciones del cromosoma Y

TECNICA UTILIZADA: PCR multiplex de STS del cromosoma Y.

RESULTADO:
Multiplex A: Resultado de PCR Multiplex B: Resultado de PCR
ZFY Presente ZFY Presente
SRY Presente SRY Presente
sY254 (AZFc) Ausente sY86 (AZFa) Presente
sY84 (AZFa) Presente sY134 (AZFb) Presente
sY127 (AZFb) Presente sY255 (AZFc) Ausente

OBSERVACIONES: Los andlisis se realizaron por duplicado y como
referencia se tomaron controles positivos y negativos. Mediante esta
metodologia se concluye que el paciente presenta una microdelecién en la
regiébn AZFc del cromosoma Y.

SOLICITO: Dr. Rafael Sanchez Usabiaga

REALIZO: Laboratorio de Genética Reproductiva

Men C. Anna Berenice Juérez Espinosa
Coordinadora
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ANEXO V.

Analisis del semen

Las muestras de semen fueron obtenidas por masturbacion después de un periodo
recomendado de 3 a 7 dias de abstinencia sexual. Todas las muestras de semen
fueron analizadas de acuerdo a los parametros de la Organizacién Mundial de la
Salud, como parte de estudio de rutina en la clinica. La concentracion de espermas
fue determinada en una camara de Makler y la movilidad, asi como su morfologia

fueron evaluadas por observacion directa en el microscopio por los especialistas del

laboratorio.
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ANEXO V.

INSTITUTO

MEDICA

REPORTE DE

PACIENTE:

ESPERMIOGRAMA

FECHA:

EDAD:

CONYUGE:

EDAD:

DR:

HORA DE RECOLECCION:

DIAS DE ABSTINENCIA:

VOLUMEN;

HORA DE ENTREGA:

COLOR;

AGLUTINACION:

CONCENTRACION:

MOVILIDAD
TIPO “A "

TIPO “B *

——

TIPO “°C *

—

TIPO D ©

MORFOLOGIA
NORMALES:
CRITERIO:

LEUCOCITOS:

% (MOVILES RAPIDOS PROGRESIVOS)
% (MOVILES PROGRESIVOS LENTOS)
% (MOVILES NO PROGRESIVOS)

% (INMOVILES)

ANORMALES:

CELULAS INMADURAS:

OBSERVACIONES:

LICUEFACCION:

pH:
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ANEXO VL.

Ultrasonido testicular.

Para que se llevara a cabo este estudio se necesito de un ultrasonido
bidimensional, un transductor lineal de 7.5-10 MHz. Al realizar este estudio, el
paciente tenia que vaciar su vejiga, y acomodarse en posicién supino (boca arriba,
colocando gel en el escroto para su revision. El tamafo testicular se realizo
haciendo un corte longitudinal y otro transverso. Para calcular el volumen se
tomaron medidas (ancho x largo x transverso x 0.52), continuando con el estudio se
busco alguna masa, o irregularidad ecogénica (microcalcificaciones, hidrocele,
tumores, etc.). Para la valoraciéon del epididimo se valoro realizando mediciones y
observando la presencia de alguna anormalidad (quiste). Se continuo con el estudio
en la parte posterior del testiculo, observando el grosor de los vasos, reportando si

se encontraban agrandados o tortuosos (varicocele).
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Realizd
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rev 02 fdel FO-Cl -06

71




ANEXO VL.

Perfil hormonal.

Se tomo la muestra de sangre periférica en un tubo sin anticoagulante, los cuales

fueron identificados con el nombre del paciente

. Las muestras fueron referidas a un

laboratorio de andlisis clinicos externo, donde evaluaron: FSH, LH, Testosterona y

Prolactina. Los valores de referencia se presentan a continuacion:

Nombre de la hormona

Valor de referencia

Hormona luteinizante

1.1a7.0 mUl/mL

Hormona foliculo estimulante

1.7 a 12.0 mUl/mL

Prolactina

3.0 a2 25.0 ng/mL

Testosterona Total

3.0 a2 10.6 ng/mL

Cuadro. Valores de referencia de las hormonas en el estudio del hombre infértil.
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ANEXO VIIL.
Cariotipo en sangre periférica

Para la realizacién de este estudio se necesito recolectar sangre periférica en un
tubo vacutainer heparinizado (tapa verde), y de esta muestra se realizo un cultivo
de linfocitos de sangre y andlisis de cariotipo por la técnica de bandeo convencional
(GTG) con una resolucién de bandas de 350 a 450.

Laboratorio de Ge-wtica Mulecular Diagrdstica

NOMBERE DEL PACIENTE

CASO

DOCTOR

ANALISIS

MUE STRA -MC. harezE,
RESULTADO . Labadt ario de Gendica Reprodirtia

FO-GM-




MY0104

NORMAL

! azoospermia
2 |MYG304 | 35 | NORMAL azoospermia 2.8 1.2 |o41 |280 |a48xy
3 |MYD404 | 55  )Microdelecion de la regidn AZFc criptozoospermia normal 204 56 |39 13.3 46, XY
4 MY0504 NORMAL Oligomoderada
30 Astenoleve 48, XY
5 MY0604 NORMAL Oligomoderada
28 Astenoleve Varicocele bilateral
6 MY0704 NORMAL Quiste calcificado, varicocele
38 Hipospermia bilateral 13.58 48, XY
l MY0804 | 33 NORMAL astenozoospermia Varicocele bilateral 3.0 10.0 10.3 46, XY
8 MY1004 | 5, Microdelecion de la region AZFc Oligospermia severa 111 8.6 79 46, XY
9 MY1204 | 35 NORMAL Criptozoospermia 11.0
10 | MY1304 NORMAL Astenosevera
46 oligomoderada 46, XY
11 |MY1504 | o5 | NORMAL azoospermia Microliiasis bilateral leve 3.92 498 | 17.0
12 {MY1604 | 5 NORMAL azoospermia 216 139 | 3269 [ 6.1 48, XY
13 [MY1704 | 55 | NORMAL oligospermia severa 9.2 536.4 | 175 | 46.XY
14 1MY1804 | 5 NORMAL azoospermia Testiculos pequefios 46, XY
15 | MY1904 NORMAL ,
44 oligospermia 46, XY
16 |[MY2004 | 34 NORMAL Eyaculacion 3.09 6.91 14.69 48, XY
retrogada,
criptoastenototal,
necrospermia,
hipospermia
17 |MY2204 | 36 Microdelecién de la regién AZFc Cripstozoospermia 124 3.8 478 23.4 46, XY
teratozoospermia
18 | MY2304 NORMAL Astenosevera
45 teratoleve 46, XY
19 |MY2404 | 45 | NORMAL Azoospermia Varicocele bilateral 46.XY
20 | MY2504 NORMAL Oligosevera
45 astenomoderada 46 XY
21 | MY2604 NORMAL Astenomoderada con
26 hipospermia Microcalcificaciones bilaterales 46 XY
22 | MY2704 24 NORMAL azoospermia Volumen disminuido 46 XY

Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con antecedentes de infertilidad (Continua...)

Xt OX3aNV




MY2904

NORMAL azoospermia Testiculo tnico izquierdo

24 IMY3104 ., FNORMAL azoospermia 601 135 |374 |2457 |46, XY
%5 |MY3204 | 5o | NORMAL astenomoderada
26 |MY3304 | 53 | NORMAL oligoastenoleve
27 |MY3504 | 54 | NORMAL oligomoderada Varicocele
28 |MV3604 | 55 | NORMAL azoospermia 35.0 46, XY
29 |MY3804 | 5; | NORMAL astenosevera Varicocele 8.35 |4.86 |5.36 [10.6
30 [Mv4004 |5 | NORMAL oligoasteno 46, XY
31 [MV4104 | 55 | NORMAL azoospermia 46, XY
32 |My4204 .5 | NORMAL criptozoospermia 829 |0.96 | 16.15 46, XY
33 |MY4304 | 35 ) NORMAL Astenosevera teratoleve 46, XY
34 |MYO105 50 NORMAL azoospermia N 118 379 |62 46, XY
35 | MY0205 34 | NORMAL oligosevera 46, XY
3% [MY0505 | 5, | NORMAL azoospermia 249 17.63 46, XY
37 [MY080S | o9 | NORMAL Oligoleve astenosevera 5.49 202 | 1466 | 46.XY
38 |MYO0705 | 5, | NORMAL azoospermia 18.2 6.9 | 46, XY
39 MYO0805 NORMAL

31 oligozoospermia 46, XY
40 MY 1005 30 NORMAL Oligoastenoterato severa Microcalcificaciones 3.09 6.91 14.69 | 46, XY
41 MYQO0105 | 29 NORMAL azoospermia 46, XY
42 [MYQO205 | ,, | NORMAL azoospermia 456 |1.14 |628 |12.03 |46, XY
43 IMYQD405 | 55 | NORMAL Hipospermia azoospermia 0.51 46.XY
44 |MYQ0505 | ,q | NORMAL azoospermia 48.XY
45 |MYQ0605 | ,, | NORMAL azoospermia 48, XY
45 | MYQO705 24 Microdelecion de la region AZFc azoospermia 2 28 2403 | 8.7 46,XY
47 |MYQ0905 | 5, | NORMAL azoospermia 46.XY
48~ (MYQl105 | 5, | NORMAL Oligoasteno severa 19.38 822 |34 46,XY

Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con antecedentes de infertilidad (Continua...)




49 | MYQ1205 4 NORMAL hipospermia 48, XY
50 | MYQ1305 40 NORMAL Oligoasteno severa 46, XY
51 | MYQ1405 44 | NORMAL Oligomoderada astenoleve 46, XY
52 | MYQ1605 52 NORMAL azoospermia 46, XY
53 |MYQ1705| 55 | NORMAL Oligoasteno severa 415 {445 {74 |196 |48 XY
54 | MYQ1805 41 NORMAL Astenomoderada Hipospermia 46, XY
§5 | MYQ1905 NORMAL Hipospermia, oligosevera
36 astenoterato moderada 46, XY
56 | MYQ2005 34 NORMAL Oligoastenoterato moderada 9.06 33 3.69 | 48, XY
57 | MYQ2105 | o, NORMAL astenoleve
58 | MYQ2205 46 NORMAL Oligoastenoterato moderada 46, XY
59 | MYQ2305 38 NORMAL Oligoteratosevera astenomoderada 46, XY
60 | MYQ2405 30 NORMAL azoospermia Varicocele izquierdo 48, XY
61 | MYQ2505 33 NORMAL Astenomoderada terato 46 XY
62 | MYQ2605 47 NORMAL Astenosevera (criptozoospermia) Epididimitis 46, XY
63 | MYQ2705 NORMAL -
30 Oligoleve asteno severa 46, XY

64 | MYQ2805| 36 NORMAL azoospermia Testiculos con volimenes | 15.33 {352 | 3.97 | 1668 48, XY

disminuidos,

microcaicificaciones

aisladas
65 | MYQ2905( 31 NORMAL Hipospermia oligosevera 46, XY
66 | MYQ3005 36 NORMAL Criptozoospermia teratoleve 46, XY
67 |MYQQ106 | 45 NORMAL Azoospermia 46 XY
68 | MYQO306 40 Microdelecion de la regidén AZFc azoospermia Testiculos hipotroficos
69 | MYQ0406 34 NORMAL Hipospermia astenoleve 48,XY
70 | MYQOS06 38 NORMAL Hipospermia astenosevera Varicocele izquierdo 46,XY
71 | MYQO606 | 44 NORMAL azoospermia 46.XY
72 | MYQO806 | 54 NORMAL azoospermia 46.XY

Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con antecedentes de infertilidad (Continua...)




73

MYQ0906

'NORMAL

azoospermia

38
74 | MYQ1008 35 NORMAL azoospermia 48, XY
75 [ MYQT106| 5 | NORMAL azoospermia Quiste de epididimo 16.57 14.45 | 46, XY
76 | MYQ1306 NORMAL Testiculos pequefios,

L1l azoospermia microcaicificaciones 46, XY
77 | MYQ1406 NORMAL Testiculos pequefios,

Hipospermia, oligosevera microcalcificaciones, quistes y

28 astenoteratomoderada varicocel 48, XY
78 | MYQ1506 41 NORMAL Criptozoospermia, astenoteratosevera Testlculo izquierdo hipotréfico 46, XY
79 [ MYQ1706 NORMAL Oligosevera, astenomoderada, Izq. Microlitiasis,

32 teratosevera microcalcificaciones 46, XY
80 | MYQ2006 34 NORMAL Oligomoderada astenoleve teratosevera 46, XY
81 | mYyQ210e 32 NORMAL teratozoospermia 46, XY
82 | MyQ2206 29 NORMAL Astenomoderada teratosevera Lipomas escritales 46, XY
83 | MYQ2-06 25 NORMAL Oligoastenosevera terato Hidrocele 5% testiculo derecho
84 | MYQ2406 33 NORMAL azoospermia
85 | MYQ2506 32 NORMAL Astenomoderada terato
86 | MYQ2706 32 NORMAL criptozoospermia Testiculos pequefios 46, XY
87 | MYQ2806| 23 Microdelecién de ia region azoospermia 46, XY

AZFc

88 | MYQO207 | 34 NORMAL azoospermia 46, XY
89 | MYQQ407 | 38 NORMAL Oligosevera astenomoderada hidrocele 46, XY
90 | MYQO507 30 NORMAL azoospermia 46, XY
91 | MYQO607 NORMAL Calcificaciones en 20% en
. 33 Azoospermia ambos testiculos 46,XY
92 | MyQo707 28 NORMAL Criptozoospermia teratomoderada 46.XY
93 | MvQosar 32 NORMAL azoospermia Pb. SCOS 46.XY
94 | MYQog07 30 NORMAL normozoospermia 46,XY
%5 | Myat107 42 NORMAL Hipospermia, oligomoderada astenosevera 46.XY
96 | MYQ1207 Microdelecion de la regién

25 AZFc azoospermia 46,XY

Resuitados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con antecedentes de infertilidad (Continua...)




I MYQ1607 |

| NORMAL

azoospermia

98 MYQ1807 | 55 NORMAL Oligosevera teratolevé
199 | MYQ1907 Microdelecién de la regién

26 ) AZFc azoospermia Quiste en el epididimo izquierdo | 598 [5.12 [ 3.73 46, XY
100 | MYQ2007 | 44 NORMAL azoospermia 48, XY
101 | MYQ2107 | 4g NORMAL Oligoteratosevera-asteno moderada 46, XY
102 [ MYQ2207 Microdelecidn de la regién Hidrocele testicular, quistes en el

30 AZFc Oligomoderada asteno severa epididimo 6.0 |24 10.4

Resultados obtenidos de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con antecedentes de infertilidad. También se
presentaron otros datos clinicos que fueron evaluados por otras areas: laboratorio de reproducciéon (EBD=espermatobioscopia),
clinica (US Testicular=Ultrasonido Testicular), Perfil Hormonal (FSH=Hormona foliculo Estimulante, LH= Hormona Leutinizante,

Test= Testosterona, Prol= Prolactina), y departamento de citogenética (cariotipo).




ANEXO X.

COMPARACION DE LA INCIDENCIA DE MICRODELECIONES DEL
CROMOSOMA “Y” EN DOS POBLACIONES CON Y SIN ANTECEDENTES DE
INFERTILIDAD
pQFB. Janet Rodriguez Guzman, M. en C. Berenice Juarez Espinosa, Dr. Rafael Sanchez
Usabiaga. Instituto Médica Fértil. gf jancla’@yahoo.com.mx,

Introducciéon: Entre la poblacién mundial del
15% al 20% de las parejas padecen de
mfertilidad. La mitad de esta poblacidn se ha
visto relacionada debido al factor masculino, el
cual generalmente involucra una alteracion en la
produccién de espermatozoides (Shefi y Turek,
2006). La espermatogénesis es regulada por la
participacién de varios genes y se ha postulado
que la delecién de cualquiera de estos puede
reflejarse en el paciente presentando
oligozoospermia  (cuenta  disminuida de
espermatozoides) o azoospermia (ausencia de
espermatozoides en el eyaculado). La mayoria
de estos genes se encuentran ubicados en el
cromosoma sexual Y en el brazo largo (Yq)
(Huynh y col, 2002). En una regién
denominada Factor de Azoospermia (AZF), que
a su vez se ha dividido en tres regiones AZFa,
AZFb y AZFc. El anilisis molecular de las
microdeleciones localizadas en estas regiones es
realizado como parte del diagnostico para el

hombre infértil, debido a que es una de las
causas genéticas mas frecuentes de infertilidad
masculina (Foresta y col., 2001).

Material: Muestras de sangre periférica de
pacientes varones con antecedentes de
infertilidad que cuentan con  uma
espermatobioscopia alterada (104), y varones
jovenes sin antecedentes de infertilidad (82).
Métodos: Extraccidn de DNA de leucocitos de
sangre periférica, para la deteccion de genes
localizados en las regiones AZFa, AZIb, y
AZFc empleando una multiplex-PCR utilizando
controles negativos y positivos

Resultados: La poblacién analizada con
antecedentes de infertilidad, encontramos por
medio de este método que 11 pacientes
presentaron una o mas regiones deletadas. Estos
pacientes manifiestan oligozoospermia ©
azoospermia. Dentro de este estudio, reportamos
un caso familiar de tres hermanos con
antecedentes de infertilidad y todos ellos
presentaron la ausencia de la region AZFc, uno
de ellos cursa con sindrome de Klinefelter. Otro
caso que se reporta, es de un paciente que

presento la delecion de las regiones
AZFa+AZFb+AZFc y un cariotipo de 46,XX.
Por medio de esta metodologia no se identificd
ninguna delecién en la poblacién sin
antecedentes de infertilidad.

Conclusiones: En nuestro estudio reportamos
que la incidencia de microdeleciones del
cromosoma Y es mas alta en pacientes con
antecedentes de infertilidad, en comparacién de
los individuos que no presentan este tipo de
problemas.

Las microdeleciones del cromosoma Y en
nuestra poblaciébn estan correlacionadas en
pacientes con oligozoospermia y azoospermia,
asi como otros estudios previamente reportados
(Krausz y col., 2003)

La regién que se deleta con maés frecuencia en
nuestra poblacién es la regién AZFc (91%).
Aunque el tamafio de nuestra poblacion es
pequefia, corrobora los datos de otro estudio
(Foresta y col., 2001 y Krausz y col., 2003),
identificando esta region como la mas frecuente.
Agradecimientos: Proyecto apoyado por
CONACYT: QRO.2003-C0O1-9864.
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