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Resumen

El compromiso espermatico severo en el hombre infértil, puede ser el resultado de la presencia de deleciones
en el cromosoma Y en la region AZFc (Factor de azoospermia region c). En este estudio se caracterizaron
97 hombres con infertilidad con una frecuencia del 6% para la presencia de deleciones en la poblacion
estudiada. De estos hombres positivos para delecion en la region Yq (AZFc), nacieron tres nifios mediante el
uso de inyeccidn intracitoplasmatica (ICSI) que heredaron la mutacion en el cromosoma Y, fundamentando la
importancia de crear un programa de tamizaje para detectar la presencia de delecidon en este cromosoma en
la poblacion de hombres infértiles candidatos para técnica de fertilizacion asistida (ART) mediante ICSI.

Palabras claves: hombres infértiles, deleccion, Zona Yq, fertilizacion asistida, inyeccion intracitoplasmatica

de espermatozoides.

Abstract

Determination of microdeletion in chromosome Y in infertile men, candidates to assisted

reproduction techniques Intracytoplasmatic spermatozoid Injection.

Severe spermatic damage in infertile man can be the result of presence of deletion in chromosome Y and
in AFZc region (Zoosperm factor Zone C). This study was made in 97 men with infertility and a frequency of
6% to the presence of deletion in the studied population. Of those men positive to deletion in Zone Yq (AZFc)
were born three children by using intracytoplasmatic injection (ICSI), whom inherited mutation in chromosome
Y, it established the importance to create a sifting program to detect the presence of deletion in this chromosome
infertile men population, candidates to Assisted Reproduction Technique treatments (ART) by ICSI.

Key Words: Infertile man, deletion, Zone Yq, sifting, assisted fertilization, intracytoplasmatic spermatozoid

injection.

Introduccion

Los estudios genéticos actuales se realizan para la La busqueda de tal informacion la lideran grandes
deteccion y el anélisis de la informacion genéticaanivel — grupos de investigadores, Proyecto Genoma Humano
molecular, estos permiten detectar las causas de entre otros, los cuales han identificado y secuenciado

enfermedades o desordenes que padecen las personas.  los genes presentes en los cromosomas, entre ellos el

Correspondencia: ciesteban@hotmail.com cromosoma Y motivo del presente estudio (1).
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La infertilidad ocurre en un 15 a 20% de las pare-
jas, representando el factor masculino mas del 50%
de todos estos casos. Aunque la relacion causal en-
tre las deleciones del cromosoma Y y una funcién
testicular disminuida es pobremente entendida, el
tamizaje para las deleciones en el cromosoma Y se
ha comenzado a utilizar ampliamente en la evalua-
cion de infertilidad masculina permitiendo dilucidar su
etiologia y prondstico (1).

El analisis de la secuencia de genes especificos en
el cromosoma Y que codifican para algin desorden
es importante, ya que establece el grado de altera-
cion del DNA para la aparicion de la enfermedad y
permite la implementacion de técnicas diagnosticas y
en un futuro desarrollar terapia génica (2).

Cuatro diferentes /oci han sido mapeados en el
cromosoma Y, estos regulan la espermatogénesis y se
conocen como factor de azoospermia (regiones AZF
a, b, c y d), deleciones en estas regiones afectan genes
candidatos como DAZ, RBMY, USP9Y y DBY origi-
nando testiculopatia severa en el hombre infértil (2-11).

Estudios actuales se orientan a encontrar la rela-
cion entre deleciones en el cromosoma Y con las
alteraciones en la espermatogénesis. Actualmente
a mas de 4800 hombres infértiles se les ha realizado
tamizaje para deleciones en este cromosoma las cua-
les determinan las posibles causas de los fenotipos
de azoospermia no obstructiva y oligozoospermia
severa que involucran en el mayor de los casos la
region AZFc en la cual se localiza la familia del gen
DAZ (4,12-15).

Su expresion se da a nivel de tejido testicular y se
sabe que éste codifica para proteinas de enlace de
RNA (9,15). Asi mismo, posee influencia sobre el des-
tino de la célula espermatogdnica, bloqueando o facili-
tando la diferenciacion celular, la cual altera la expre-
sion de proteinas que se encargan de la diferenciacion
post-meiotica de esta célula gamética (2,3,9).

Las técnicas moleculares como la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR), permiten identificar

deleciones no detectadas mediante el estudio de
cariotipo. El avance de la biologia molecular con el
mapeo del cromosoma Y, hoy puede ser un diagndstico
de rutina en todos los hombres infértiles. El tamizaje
de deleciones en Yq, provee a las parejas informacion
bésica para someterse a tratamientos mediante ART,
¢ste permite determinar el riesgo de que la siguiente
generacion masculina herede las deleciones que
afectaran su fertilidad futura (16,17).

El presente estudio utilizo PCR para la evaluacion
de deleciones en regiones especificas de AZF en Yq
en pacientes infértiles con cariotipo normal, funda-
mentando la utilizacidén de este analisis como un mé-
todo eficaz para la deteccidn de uno de los origenes
de la infertilidad asociado con desordenes genéticos
(2,6,7,18-22).

Materiales y métodos

Seleccion de pacientes: este estudio analizd un
total de 97 pacientes atendidos en la unidad de fertili-
zacion asistida del Centro Colombiano de Fertilidad y
Esterilidad CECOLFES, los cuales fueron incluidos
en el estudio por presentar deficiente cantidad y cali-
dad espermatica. Antes de realizar el ICSI, los pa-
cientes fueron sometidos a examenes andrologicos.
Se presto especial atencion a los antecedentes médi-
cos que los pacientes referian como hipogonadismo,
criptorquidismo, varicocele, cirugias del tracto genito-
urinario, agenesia de conductos deferentes, atrofia
testicular, orquitis, prolactinoma, hiperprolactinemia,
cancer testicular, quimioterapia y medicaciones.

Este estudio siguio las recomendaciones y fue apro-
bado por el comité de bioética de CECOLFES. Se
incluyeron un total de 30 hombres sanos fértiles y 10
muestras de mujeres normales como controles positi-
vos y negativos respectivamente, los hombres utiliza-
dos como control presentaban parametros seminales,
citogenéticos y moleculares normales, ademas de te-

ner fertilidad comprobada.
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Andlisis seminal: en todos los pacientes el sémen
fue examinado bajo los parametros establecidos por
las guias de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en términos de volumen, conteo espermatico,
movilidad espermatica rapida progresiva y morfolo-
gia. Los hombres azoospérmicos fueron confirma-
dos mediante dos analisis diferentes de sémen en un
intervalo de dos semanas seguidos por un periodo de
abstinencia sexual de tres dias.

Analisis citogenético. se realizo analisis citogenético
de preparaciones de cultivos de linfocitos periféricos.
Las técnicas de bandeo (G Y Q) fueron utilizadas y se
analizaron mas de 20 metafases en cada paciente.

Diagnostico molecular: el DNA gen6émico fue
extraido de muestras sanguineas periféricas con
reactivo de purificacion de Promega (A1120). Los
pacientes fueron tamizados con el Kif para deleciones
del cromosoma Y, por PCR multiplex de Promega
(MD1531), para la determinacidon de presencia o au-
sencia de los productos de amplificacion; multiplex A
(SY254,SY157,SY81, SY130, SY182) multiplex B
(SYPR3,SY127,SY242, SY208), multiplex C (SY 128,
SY121,SY145,SY255), multiplex D (SY133,SY 152,
SY124) y multiplex E (SY 14, SY 134, SY86, SY84).

En el grupo familiar de los pacientes que presen-
taron delecidn se analizaron adicionalmente 16 STS:
SY153,SY152,SY1192,SY1206,SY155,SY602,SY
242,SY579,SY254,SY639,SY202,SY157,SY 1190,
SY158,SY1201 y SY160, con el fin de determinar su
extension total, analizando un total de 36 locus de
importancia para los pacientes positivos.

Solo se incluyeron los ensayos de PCR que tenian
productos del tamafio esperado idénticos al del con-
trol positivo y no tenian amplificaciones en el control
negativo, solo fueron consideradas las deleciones
cuando el producto de PCR estaba ausente después
de tres amplificaciones en las mismas condiciones.

Los padres e hijos de los pacientes positivos en el
analisis molecular del cromosoma Y, fueron también

investigados en condiciones idénticas, con el fin de

determinar si estos casos realmente eran deleciones
de novo o heredadas.

Anadlisis estadistico. se utilizd un diseflo prospectivo
clinico analitico y se determinaron las frecuencias re-
lativas y absolutas con el fin de establecer las caracte-
risticas clinicas y androldgicas, presencia o ausencia
de microdeleciones del cromosoma Y, edad y fenotipo
testicular de los pacientes estudiados.

Resultados

Un grupo de 97 pacientes infértiles que asistieron
a CECOLFES, fueron tamizados para deleciones en
el cromosoma Y, usando 20 STS localizados en las 4
regiones AZF, 2 de los 97 correspondiente al 2.1%
de los hombres tamizados, fueron positivos para la
delecion en la region AZFc (Figura 1).

De igual forma, 33 pacientes seleccionados seglin
su concentracion de espermatozoides menor ¢ igual a
S mill/ml (16 azoospermicos, 9 criptozoospermicos
y 8 oligozo-ospermicos severos), fueron tamizados y
se determino la presencia de delecion en 2 de ellos;
fenotipicamente uno de los pacientes presentaba
azoospermia no obstructiva y el otro oligozoos-
permia severa (Tablas 1y 2; Figura 2 y 3).

La frecuencia de deleciones en estos pacientes ta-
mizados respecto a su historia androldgica se muestra
en la Tabla 3. En el grupo de hombres azoospermicos
se observo delecion en un paciente con azoospermia
no obstructiva idiopdtica y en un paciente con
oligozoospermia severa idiopdtica, en ningun pacien-
te con criptozoospermia se detect6 la delecion.

Se determino la concentracion de espermatozoides as-
pirados de testiculo (TESE) en el paciente azoospermico,
encontrandose un espermatozoide por cada 8 campos. En
el paciente oligozoospermico severo se observo una con-
centracion de 1.4 mill/ml espermatozoides en su eyaculado.
Se evaluaron otras caracteristicas del semen en los dos
pacientes y se encontro severa reduccion de la movilidad y
pobre morfologia de los espermatozoides, la mayor anor-
malidad detectada fue cabeza amorfa (Tabla 4).
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Figura 1. Esquema del cromosoma Y. Se muestran 20 STS y sus
Locus correspondientes, localizados en cada regién, AZFa, AZFb,
AZFd, AZFc, utilizados para tamizar la presencia de delecién en
hombres infértiles. La barra de donde nace el segundo cono, de
abajo hacia arriba, representa los STS presentes en cada paciente,
y la barra punteada indica el intervalo de la delecién, definido como
STS ausentes.

En la evaluacion citogenética de los pacientes analiza-
dos, uno present6 anormalidad estructural cromosémica,
46,XdelY(q12) con un fenotipo testicular de ferato-
astenozoospermia. En ningun otro paciente se encontrd
anormalidad numérica o estructural que fuera considera-
da como la causa de la infertilidad del paciente tamizado.

Un esquema de la delecion encontrada en estos
pacientes se muestra en la Figura 1. Dos pacientes
presentaron delecion intersticial exclusivamente en la
region AZFcy AZFd (AZFc distal), con los siguientes
STS ausentes: SY 145, SY152,SY242,SY206, SY254,
SY255 y SY157, correspondientes a los genes DAZ,

Tabla 1. Frecuencia de hombres infértiles de acuerdo a su fenotipo
espermatico.

Fenotipo Frecuencia Frecuencia

lesticilar Fllativa % abSoluta
A GRS 4 18
Cnplogoospermia 7 a
'!__.":!_I.'Lﬂg_{!:ﬁ:lru'lﬁ AHNHTA 24 a8
Total 100 33

Tabla 2. Frecuencia de delecién en hombres infértiles de acuerdo
a la concentracién espermatica
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de hombres infértiles segun el
fenotipo testicular.
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Figura 3. Distribucién de porcentajes para la presencia de delecién
en Yq de hombres infértiles segln recuento espermatico.

RBMY1, RBAY2, BPY2 y CDY. No se encontraron
deleciones en AZFa y b en la poblacion tamizada.

De los 97 pacientes con infertilidad, 69 parejas
mediante ICSI lograron un embarazo; 39 nifios y 31
nifias, las restantes no lograron embarazo. Dentro de
las parejas que tuvieron nifios se encontraban los dos
pacientes con delecion intersticial en la region AZFc

(gen DAZ) uno de ellos, el paciente identificado como
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Tabla 4. Hallazgos clinico androlégicos, citogenéticos y
moleculares de pacientes positivos para deleciones en el
cromosoma Y

Pacismiplcarschnmsticas

Tabla 3. Hallazgos androl6gicos en hombres infértiles tamizados
para delecién en Yq, candidatos a ICSI. Nétese la frecuencia de
deleciones en los diferentes subgrupos de pacientes analizados
en el presente estudio.
{%a)
Fenotipo n Delecidn  Delecidn
Azgospérmicas 16 1 6.25
Wancoosie 4 a
A M 54 | 1 1 a
Atredla 2| L] |
Prolacting ma 1| a |
Cipquitis e b | ]
IS AR _ﬂ_ 1 ‘!E‘ 5_
Coripha zaes promia )
Mancocels 2 a
Prolachrama 1 a
|dicgpatica T 1
Dligazoesparmes
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Wancoosle a a
Hiperprolactine mia 2 | a |
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Idonasca 15 a |
Mormakles | | a |

JAT-6 tuvo un hijo varén nacido mediante ICSI y el
paciente identificado como 402 tuvo dos hijos varo-
nes (nacimiento gemelar), estos dos pacientes con
delecion idéntica no relacionados entre si fueron eva-
luados en su historia familiar para dilucidar el origen
de la delecion (heredada o mutacion de novo).

Familia del paciente 402: hombre de 38 afios, quien
no reportaba en su familia hombres con infertilidad,
historia androldgica o cancer. Se tamiz6 a su padre y a
sus dos hijos nacidos por ICSI; el gemelo 1 es sano y
hasta hoy no presenta ninguna anormalidad y el geme-
lo 2 presento hipoplasia ventricular derecha, lo cual
ocasiona después del nacimiento la presencia de crisis
convulsivas a causa del defecto cerebral.

Se obtuvo una muestra de sangre del padre del

paciente, hombre de 70 afios con 4 hijos varones, la

Clinicas | |
Evtad | L] | 38
Wolumen leshoular 1815 M
FSH UL 0.7 | 3.2
LHUL | 1 | 1
Tesscstercna nghei | | | bl |
Androldgicad | [
Fio espermatico | TESE 18 campas 1.4 millimi
| Woliman NI Em
[pH ND . B
Morsidad | i | ]
Aramalicad predominanis Cateza amoita Cabaza amora
Faniobio {83 bioul s | Aspnspecia Oligoaocspanmia
Gersdlicas | |
Carilipa o0 a3 0
Morndakoionas crmosoma ¥ positva [ posiiva
Reginss daaniongdss AZFORATFE [DAT] | AZFO-AZFE [DAT) |

cual fue negativa para la delecion. Al analizar la mues-
tra de semen, se le encontrd una delecion idéntica a
la del paciente, lo que indicaba que el paciente here-
dé la delecién en Yq de su padre y que esta era de
linea germinal y no de linea somatica, confirmando la
presencia de mosaico de linea para la delecion.

De igual forma se analizaron muestras de sangre
de los hijos gemelos nacidos mediante ICSI y se en-
contrd que ambos portaban la delecion idéntica a la
de su padre y su abuelo (Figura 4).

Esta familia en tres generaciones sucesivas, pre-
senta la misma delecion, esto provee evidencia de que
una delecion en Yq puede originar diferentes fenotipos
testiculares en cada individuo infértil de un mismo
nucleo familiar (19,20), por ejemplo, el padre del pa-
ciente tuvo una aparente fertilidad normal, que al pa-
sar el tiempo se deterioro por procesos externos rela-
cionados con ambiente y envejecimiento, que lleva-
ron a un fenotipo testicular severo (17,18). Muy posi-
blemente el bisabuelo fallecido heredé a su hijo la ines-
tabilidad en el cromosoma Y. La delecién franca se

observé en los gemelos nacidos mediante ICSI en la

www.unicolmayor.edu.co
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Figura 4. Cromosoma Y de la familia del paciente 402 (G Ill), su
padre (G Il) y sus dos hijos (G V) concebidos por ICSI. La barra en
de color oscuro presentada al lado izquierdo, representa los STS
presentes en cada hombre analizado, la barra clara indica el intervalo
de la delecién, definido como STS ausentes. El padre del paciente
(G ) presenta delecién en linea germinal (LG). Este hered6 a su
hijo (G Ill) la delecién en AZFc. El paciente es tamizado en linea
somatica (LS) en la cual se confirma la delecién, por ART - ICSI
logra concebir dos nifios (G IV 1y 2) los cuales heredaron la
delecion idéntica a la de su abuelo (G Il) y a la de su padre (G IlI).

cuarta generacion, la cual comprometera la fertilidad
de estos nifios (Figura 4).

Familia del paciente JAT-6: hombre de 48 afios,
quien no reportaba familiares hombres con infertilidad,
historia androlégica o cancer. Se tamizé a su padre y a
sus dos hijos, uno nacido cuando tenia 20 afios y otro
nacido por ICSI a la edad de 48 afios (Figura 5). Este
paciente hace 28 afios tuvo fertilidad normal y hoy

presenta delecion y un fenotipo testicular severo, por lo

Figura 5. Cromosoma Y, de la familia del paciente JAT-6 (G II), su
padre (G 1) y sus dos hijos (GlII). Un hijo nacié cuando el paciente
tenia 20 afios (G Ill 1) y otro naci6 via ICSI a la edad de 48 afios (G
Il 2). La barra oscura del lado izquierdo de la gréfica, representa los
STS presentes en cada hombre analizado, la barra clara indica el
intervalo de la delecién, definido como STS ausentes. El padre del
paciente (G I) no present6 delecién ni en linea germinal (LG), ni en
linea somaética (LS). El paciente en estudio presenta delecion de
novo en las lineas celulares somética y germinal. El hijo nacido via
ICSI (G Il 2) hereda la delecion del padre presentando expansion
de la misma hacia la parte terminal de AZFc. (G lll 2) presenta el
mismo punto de ruptura en AZFd (SY 145) pero su delecién se
expande hasta AZF terminal (SY 160) en la regién de
heterocromatina del cromosoma Y. Los STS y locus demarcados
en el cuadro representan marcadores extras estudiados en esta
familia para lograr mapear el punto de ruptura terminal de la delecién
presente en este nifio.

cual recurrio a técnicas de ART; los espermatozoides
utilizados para el ICSI fueron obtenidos por TESE. En
el estudio familiar su padre no presentaba delecion en
linea somatica ni germinal, a diferencia del paciente quien

presento delecion en AZFc (Gen DAZ), con lo cual se
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comprueba la presencia de una delecion de novo.

El hijo nacido hace 28 afios tiene un cromosoma
Yq intacto, pero el hijo nacido mediante ICSI se le
encontrd una delecion en AZFc con el mismo punto
de ruptura del padre pero expandida hacia la parte
terminal del cromosoma. Se evaluaron otros STS ter-
minales en Yq, para lograr detectar la extension de la
delecion y se encontré que abarcaba desde AZFd
(STS-SY145) hasta AZFc terminal (STS-SY160) en

la region heterocromatica de Yq (Figura 5).

Discusion

En el estudio se reporta el logro de un programa
de tamizaje para detectar la presencia de deleciones
en el cromosoma Yq en una poblacidon de pacientes
candidatos para ART-ICSI.

Diversos estudios han reportado una variedad de
frecuencias de deleciones desde el 1% (21) hasta del
55.5% (22), con una media de 12% de pacientes con
azoospermia no obstructiva 'y 6% de pacientes con
oligozoospermia severa (2, 4, 10, 13, 23-26).

Hasta la fecha se han tamizado miles de hombres
infértiles utilizando protocolos en los cuales se em-
plean de 1 a 150 STS. La tasa de deteccion de las
deleciones varia de acuerdo al numero y la seleccion
de STS y de criterios clinicos de inclusion de los pa-
cientes, por ejemplo, la frecuencia reportada mas alta
se establecido en un estudio con solo hombres
azoospermicos y las mas bajas en un grupo de pa-
cientes infértiles (21,22).

En el estudio se incluyeron pacientes con etiologias
androldgicas conocidas, para evaluar la presencia de
deleciones. La infertilidad idiopatica se determino en
un 67%:; en el 33% restante se detectd infertilidad no
idiopatica. Dentro de los pacientes con infertilidad no
idiopatica el 61% presentaba varicocele y en el 39%
se observd atrofia testicular, hiperprolactinemia,

criptorquidia, agenesia de conductos deferentes,

correspondencia: revistanova@unicolmayor.edu.co

prolactinoma y orquitis (Tabla 5y 6, Figura 6 y 7).
Los pacientes portadores de la delecidon Yq presenta-
ban infertilidad idiopatica (Tabla 7).

La frecuencia de delecion analizada en este estudio
en el grupo de pacientes azoospérmicos fue de 6.25%;
en oligozoospérmicos severos fue de 12.5% y no se
encontraron deleciones en pacientes criptozoospermicos
(Tabla 8). Estos porcentajes estan por debajo de frecuen-
cias reportadas en anteriores investigaciones como:
Kobayashi, 1994; Reijo, 1995; Najmabadi, 1996; Stuppia,
1996; Foresta, 1997,1998; Kent First, 1999; Ferlin, 1999;
Masato, 2001, (3,10,12,13, 23,27,28) pero son compara-
bles con los resultados de Reijo, 1996; Sarah, 1997; Pryor,
1997; Girardi, 1997; Grimaldi, 1998; Reliman, 1999; Krauz,
1999; David, 2000; Corine, 2000; Krauz, 2001; Jan, 2002;
Dohle, 2002; Dates, 2002 (4,19,25,29-38) (Tabla 9).

Brandell, 1998 (39) describe que todo paciente
infértil sin espermatozoides en su eyaculado antes fue
fértil y tuvo un recuento espermatico normal. En nues-
tro tamizaje el paciente JAT-6 previamente fue
normozoospermico, pasd por oligozoospermia se-
vera y, después de algunos afios, llegd a ser
azoospermico. Los hombres infértiles positivos para
delecion presentan histoldgicamente en tejido testicular
resultados que varian desde hipospermatogenesis
hasta arresto completo de la maduracidn y sindrome
de solo célula de sertoli.

El 50 a 75% de las azoospermias no tienen causa
conocida (25), se ha descrito que el 30% de los hom-
bres con azoospermia idiopdtica tienen deleciones
del cromosoma Y (2,4,9,12,13,25,40). Sin embargo,
la transmision vertical de una delecion que involucra
el gen DAZ, desde padre a hijo ha sido informada
solo en pocos casos (2,12,25).

En este estudio se reporta una familia que presen-
ta delecion del gen DAZ durante tres generaciones
en linea directa. Esto provee evidencia de que una
delecion en Yq puede originar una expresion fenotipica
variable en los diferentes individuos analizados den-
tro de un mismo nucleo familiar (4,30,41), lo que es
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Tabla 5. Andlisis de frecuencia de hombres infértiles segln su
etiologia.

Frecusncia Frecusncia
Eticlogia relativa %% absoluta
Idiopatica | &7 1 55
EE-"IEI;FM:C:I 33 3_.':.'
Total 100 a7

Tabla 6. Distribucién de frecuencias de hallazgos androlégicos
responsables de las causas no idiopaticas para la infertilidad
masculina.
No Frecuencls
Idippatice

ol =] i ]

Frecuencia

relativa % absoluta

Syrka

g poid e e T

L iphamuitia B F:

oo i

Tatal

Tabla 7. Numero de pacientes infértiles con delecién respecto a
la etiologia

Dalacién Ho delesian
Eiapdtica 1 i | a1 | &f
Mo idiopitics ] a3 32
TOTAL 2 36 a7

Tabla 8. Resultado de hombres infértiles tamizados para delecién
en Yq.

Froousnaia
[

Hra Recusnhs:

Puphesins Feiotao anparmaticn

L] Lhrogspermia O mikones { mi il -] 535

£l Crplnmoospamia = Tmiienimi | i | &
I eE Do panmE

] SEvEr 13 millores | ml Ll 125

clinicamente significativo, ya que la presencia de una
delecion no es absolutamente un marcador para in-
fertilidad y puede estar asociado con aparente fertili-
dad que en la segunda o tercera etapa de la vida y
puede conducir al desarrollo de un fenotipo testicular

severo como azoospermia no obstructiva (42,43).

No idiopatica Idiopatica

33%

Figura 6. Distribucién de frecuencias de la etiologia responsable de
la infertilidad en 97 hombres tamizados para deleciones en el
cromosoma Y.

Figura 7. Distribuciéon porcentual de diferentes hallazgos clinico
androlégicos responsables de la infertilidad no idiopatica en la
poblacién de estudio.

Las deleciones intersticiales pueden ocurrir durante
la meiosis por un empaquetamiento defectuoso del
DNA en la espermiogénesis. El patron de delecion
en el cromosoma Y que se ha observado parece ser
reproducible en gran cantidad de pacientes, en este
se han detectado una alta frecuencia de elementos
repetitivos de secuencias en tandem que generan una
inestabilidad cromosomica significativa (12).

Durante el intercambio de cromadtides hermanas
en meiosis, pueden ocurrir deleciones de regiones es-
pecificas en Y, tales como AZFb o AZFc, que limitan
con las regiones de alta repetitividad, generandose el
fenomeno de la pérdida constante de genes o familias
de genes importantes para la espermatogénesis. Esto
es importante puesto que ratifica la hipotesis de que
las deleciones de novo en regiones del cromosoma Yq,
son frecuentes en hombres con fenotipos testiculares
severos que comprometen la inestabilidad del genoma

en las siguientes generaciones (2,4,12,13,25).
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Tabla 9. Datos relevantes de diferentes investigaciones para el tamizaje de microdeleciones en cromosoma Y, con diferentes criterios de seleccién y métodos de analisis. (AF: analisis
de frecuencia relativa y absoluta; ANOVA: andlisis de varianza) Datos Negrilla: resultados similares al presente estudio.

o n] FRECUEHNCIA
REFEREMNCIA AFODSPERMIA OLIGOIODOSPERMIA HNORMOZOOSPERMICD IDIOPATICA  IDIQOPATICA DELECION % #E8TS ESTADISTICA
Tispoin, 1976 i L]
| Kobayashi, 1894 B3 : : - E 15 ; AF
R, 19495 & E Gl x g 13 : AF
| Raljo, 1896 . 35 " v 4 B . AF
) A, 108 &) L] 8 : - i 3 AF
faureshi, 1966 10 . i : 4 [ ’ aF
Biuppia. 10068 14 14 i : : H i AF
Wogt, 1960 | T # - : 1 3 : AF
Snrah, 1997 108 52 5 . 5 T ] AF
Pryos, 1887 ddfi T2 iz a2 1 T 3] AF
‘arab, 1587 43 28 1] . : 1.6 & AF
Birnanl, 1587 T4 a4 =] 3 : 4 : AF
Glrardl, 1987 108 a3 - X : E i AF
Krarrwar, 1907 10 111 v 5 " o ! AF
Faranta 1987 18 ) 10 3 - ir 1 AF
Grimaidi, 1938 5 7 . : : . 1 A
Fammsta, 1968 b i L] L] o) i) AR,
Kenl Firs, 1853 Pl : B2l 4 P 20,8 i) TEST FISHER
Fafin, 1988 G5 a5 00 . : 425 | AF
Hoifor, 1695 21 132 35 M T .7 12 iF
Khairman, 169 05 28 jer] : : B ] AF
Hriug, 1950 B3 35 z A8 a5 T i AF
K, 19040 134 ¥ - x - 4.7 2} AF
Linbert, 2000 | zin : : : : 4 a1 A
Peayis £, 3000 Lo : ! . . 5.9 7| i
Coring, 2000 2 27 . : X ] 12 AF
Frigl, 2001 B - 1] i) 22 2.8 22 F
Matato, 2001 &4 . 20 ¢ 5 268 28 AF
raue, 2001 138 107 00 . : - el AF
Fatarin, Hid a2 154 135 : : B8 42 TEST FISHER
i W, 2002 a5 B4 : - - 8 11 TEST FISHER |
| Bohls, 200E ar 113 Fai [} E4 8.3 r L
Urins, 2007 57 . i 2 : 104 3 A
Dates, 20037 42 5 = . . 6.8 2] XITEETT
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Figura 8. Distribuciéon de frecuencias de acuerdo a la edad de
hombres infértiles tamizados en el presente estudio.

Dichas regiones inestables, conocidas como
palindromicas tiene alto riesgo de expansion de la
delecion durante la embriogénesis temprana, resultando
en un mosaico de linea germinal y somatica. Si la
delecion en Yq es en una region inestable, se heredara
a la siguiente generacion por linea germinal, lo que
generara infertilidad en el hijo y posible expansion de
la delecion. El impacto en el fenotipo es dependiente
de la extension de la mutacion y el momento en que
ocurre la mutacion en el desarrollo (44-46).

La pérdida total del gen DAZ puede ser asociado
con un fenotipo histolégico de solo célula de sertoli o
arresto de la maduracion espermdtica (22,25). Los
diferentes grados de hipoespermatogenesis observa-
dos en hombres con deleciones AZFd/c (DAZ) pue-
den ser atribuibles al grado de compensacion parcial
de la delecion por la presencia de un gen funcional
homologo autosomico presente en el cromosoma 3
(gen DAZLA) (4,47-50).

Las dos familias que se describen en este estu-
dio, de hombres con delecion en AZFc, lograron ser
padres via ICSI. Todos los hijos heredaron el
cromosoma Y delecionado de su padre, los genes
de la region AZFc aparentemente no afectan
morfologicamente el cuerpo, la 6rganogénesis,

oncogénesis de células germinales o la fisiologia y

Tabla 10. Distribucién porcentual de edad de hombres infértiles
tamizados para deleciones en Yq, candidatos a ICSI.

Frecuencia

Frecuancia

reslativa % abeoluta
25 - 34 afos | 22 ] 21
35-4d aflcs | E3 | E1
45 .54 afics | a | B
=35 @l 5] 7]
iTﬂTﬁ.L 10 a7 I

el metabolismo normal de los fetos. La reciente
secuenciacion de AZFc ha verificado que las siete
unidades de trascripcion de los genes del cromosoma
Y de esta region, son expresadas inicamente en tes-
ticulo (9,10,45).

Como tratamiento para la infertilidad por la
azoospermia no obstructiva, en 1992 se implementa
el ICSIy en 1993 los procedimientos conocidos como
TESE y MESA (aspiracion de espermatozoides del
epididimo y del testiculo por microcirugia), lo que sig-
nifica que los primeros nifios nacidos mediante estas
técnicas hoy tienen 10 y 11 afios respectivamente,
aun ninguno ha entrado a la pubertad para poder orien-
tar a la comunidad cientifica en el grado penetrancia
de las deleciones del cromosoma Yq y aun no se co-
noce cual sera su fenotipo testicular y su capacidad
reproductiva a largo plazo (43,51,52).

Recientemente una alta frecuencia de hombres jo-
venes con baja calidad de sémen han sido reportados
en el mundo (53-57). En el presente estudio el 62% de
los hombres analizados estan en el rango de edades de
35 a 44 afios y el 23% entre 25 a 34 afos (Figura §;
Tabla 10), afios atras el hombre disminuia su fertilidad
después de los 60 afios, hoy tenemos pacientes a tem-
prana edad con infertilidad, fenotipos testiculares se-
veros y desarrollo de cancer testicular o seminomas.

Numerosos factores ambientales tales como
pesticidas, estrogenos exogenos y metales pesados
pueden tener un impacto negativo en la
espermatogénesis, pero ninguno de estos factores ha
sido formalmente demostrado como responsable del
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deterioro en la fertilidad masculina. El envejecimiento
y un ambiente deletéreo podrian aumentar la
probabilidad de la mutacién y también acrecentar el
impacto de la misma sobre la espermatogénesis. Es
interesante sefialar que los hombres que presentan la
delecion son hombres entre 45-65 afios de edad
(20,30), como se observo en el paciente de 48 afios
identificado como JAT-6.

Con este tamizaje podemos concluir que el uso de am-
plio nimero de STS en un grupo seleccionado de hombres
infértiles candidatos a ICSI, con mayor riesgo de presentar
delecion son aquellos con recuentos de espermatozoides
menores de 5 mill/ml (oligozoospérmicos severos,
criptozoospermicos y azoospérmicos) con infertilidad
idiopatica.

Debido a que las deleciones en Yq pueden ser he-
redadas por nifios varones nacidos mediante el uso
de ICSI, este tamizaje provee una adecuada consejeria
para el tratamiento de la pareja infértil, puesto que
los nifios nacidos de hombres con delecion en Yq pue-
den heredar la delecion y la inestabilidad de su padre
y consecuentemente sufrir en el futuro problemas de
subfertilidad e infertilidad.

Se puede predecir el riesgo de que los hijos varones
hereden la delecion y la deficiencia espermatogénica
pero no su severidad, la cual serd modificada o modu-
lada por factores genéticos y/o ambientales que po-
dran expandir o suprimir el efecto deletéreo de la

delecion en AZFc de las siguientes generaciones.
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