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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Resumen

L RESUMEN

La infertilidad es un problema de salud ptblica a nivel mundial; en México afecta
del 10% al 15% de las parejas que desean procrear. Dentro de las causas de
infertilidad, el factor masculino constituye hasta un 45%, caracterizandose por la
presencia de alteraciones aisladas y/o combinadas en la movilidad, la morfologia, la
capacidad funcional y el ntmero de espermatozoides. Sin embargo, una pareja con
problemas de esterilidad por causa del factor masculino, cuenta con tecnologias de
diagnostico y de reproduccion asistida que le permiten alcanzar el objetivo de
convertirse en padres. Tal es el caso de la Inyeccion Intra citoplasmica de
Espermatozoides (ICSI en inglés), un tratamiento relativamente nuevo de infertilidad
que utiliza tecnologia de micro manipulacién .

Las causas de la infertilidad masculina son muy variadas, desde factores ambientales
hasta de origen genético. Estudios moleculares han sugerido que microdeleciones en
el cromosoma Y, principalmente en las regiones AZFa, AZFb, y AZFc, en donde se
encuentran diversos genes involucrados en la espermatogénesis, representan un
factor etiologico de infertilidad del 1 al 55% en pacientes con azoospermia y
oligozoospermia severa idiopéticos.

Utilizando marcadores moleculares STS (sequence-tagget site) en el presente trabajo
se estandarizaron pruebas de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) sencillos y
maultiples, de la regién AZFa, también se utilizaron marcadores localizados en AZFb
y AZFc previamente estandarizados, en total se utilizaron veintinueve marcadores
STS para buscar microdeleciones en el Cromosoma Y, de pacientes que recurrieron a
ICSI como tratamiento de infertilidad.

Se seleccionaron un total de 46 varones con cuentas anormales de espermatozoides,
de los cuales 6/46 presentaban Azoospermia, 15/46 presentaron oligozoospermia y

25/46 oligozoospermia severa. A cada paciente se le extrajo sangre periférica para
aislar DNA y realizar el tamizaje genético.

De los pacientes analizados se logré la deteccion de microdeleciones en un paciente
oligozoospérmico severo, el cual presentaba la delecion de 10 marcadores
moleculares (STS), 8 de ellos localizados en el gen DAZ, de la regién AZFc. Ademas
se comprobd la confiabilidad de la técnica al detectar microdeleciones en una muestra
proporcionada por otro equipo de investigacion.

Los resultados obtenidos permitieron diferenciar entre una esterilidad masculina
idiopatica de una genética, logrando con esto, brindar un consejo genético a la pareja.

|~ , - =
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1 Microdeleciones en el Cromosoma Y Introduccion

II. INTRODUCCION

La infertilidad es un problema de salud publica con una frecuencia mas alta
de lo que se considera; a nivel mundial afecta a un 10% de las parejas que desean
procrear. En nuestro pais, segin datos del Consejo Nacional de Poblacién
(CONAPO) la poblacién en edad fértil es de 61.7 millones de los cuales se calculan
mas de 20 millones de parejas.

Dentro de las causas de infertilidad de las parejas el factor masculino
constituye entre un 23% a un 50%, caracterizandose por la presencia de
alteraciones aisladas o combinadas en la movilidad, la morfologia, un claro defecto
en la capacidad funcional y en el nimero de espermatozoides. Sin embargo, una
pareja con problemas de esterilidad por causa del factor masculino, tiene a su
alcance muchas tecnologias de diagnoéstico y de reproduccién asistida que le
permiten alcanzar el objetivo de convertirse en padres. Tal es el caso de la
Inyeccién Intra citoplasmica de Espermatozoides (ICSI en inglés), un tratamiento
relativamente nuevo que permite solucionar los problemas de infertilidad,
utilizando tecnologia de micro manipulacién, que se aplica especificamente en
casos de infertilidad de causas masculinas severas.

Las causas de la infertilidad masculina son muy variadas, desde factores
ambientales hasta de origen genético. Estudios moleculares han sugerido que
microdeleciones en el cromosoma Y, principalmente en las regiones AZFa, AZFb, y
AZFc, en donde se encuentran diversos genes involucrados en la
espermatogénesis, representan un factor etiolégico de infertilidad del 1 al 55% en
pacientes con azoospermia (ausencia de espermatozoides) y oligozoospermia
severa (menos de 1 millén de espermatozoides por mililitro) idiopatica.

Una de las ventajas del diagnéstico de microdeleciones en el cromosoma Y son el
poder diferenciar entre una esterilidad masculina idiopdtica y genética. Por otra
parte, las personas con este padecimiento de tipo genético disponen de la
informacién que les permite medir el riesgo de transmitir su problema de

infertilidad a su descendencia, como consecuencia de las técnicas de reproduccién
asistida.

En el presente trabajo se estandarizé una metodologia basada en PCR para la
identificacion de microdeleciones y su aplicacién en el anélisis de 46 pacientes que
ingresaron a un programa de ICSL

ﬁg\il‘i(‘dt in  Areli Herrera Diaz S



3 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

III. ANTECEDENTES

3.1. INFERTILIDAD MASCULINA

La infertilidad es un problema de salud que a nivel mundial afecta a un 10%
de las parejas; en México el porcentaje varia del 10% al 15% (Vazquez, 1999). Los
hombres representan en promedio un 45% de la causa de infertilidad en la pareja;
el origen etiologico de esta infertilidad masculina puede ser determinado en base a
una historia clinica detallada, asi como a estudios de laboratorio que los
complementen; actualmente se reporta un 15% de infertilidad sin causa aparente,

conocida como idiopatica.

Kretser et al, (1997, 1999) muestran en sus publicaciones las alteraciones
seminologicas en pacientes infértiles y clasifican la etiologia de la infertilidad
masculina en tres grandes grupos denominados: pre-testiculares, testiculares y

post-testiculares (Tabla 1).

Tabla 1. Factores etiolégicos de infertilidad masculina

Pre- testicular Testicular Post- testicular

Endocrino Genética Obstructiva
Hipogonadotrépico Sind. Klynefelter Epididimal
Hipogonadismo Deleciones CromosomaY  Congénita
Desordenes coitales Sind. Cilios inmoviles Infecciosa
Disfuncién eréctil Congénitos Vasos
Psicosexual Cryptorquidismo Genética: Fib. Quistica
Endocrino/Neural/Vascular Infeccioso (orquitis) Adquirida: Vasectomia
Falla eyaculatoria Antic. Antiespermaticos Hostilidad epididima
Psicosexual Calor Astenozoospermia epididima
Cirugia post-genitourinaria  Quimioterapia Infecc. Glandulas accesorias
Neural Radiacién Inmunolégica
Relacionado a drogas Vasculares Idiopatica

Torsién Post-vasectomia

Varicocele

Inmunolégicos

Idiopaticos

4 {E'E"EIQQ Areli Herrera Diaz -12-



@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

3.1.1. FACTORES GENETICOS E INFERTILIDAD MASCULINA

Estudios realizados por Irvine et al., en 1998 demuestran una disminucion
en la cuenta de espermatozoides, asi como un deterioro en la calidad de los
espermatozoides de los varones a nivel mundial, durante los ultimos cincuenta
afios. La etiologia de las anormalidades en la espermatogénesis ha sido atribuida a

problemas endécrinos, infecciosos, anatémicos, congénitos, adquiridos o

idiopéticos (Sharpe y Franks, 2002).

Al analizar la etiologfa de tipo congénita, Crow en el 2000 revelan que la frecuencia
de mutaciones en células germinales masculinas es mas alta que en mujeres,
debido al nimero de divisiones celulares, lo que hace mas probable el origen de

mutaciones de novo.

Las alteraciones genéticas son responsables de una gran variedad clinica de
infertilidad masculina. Hackstein et al., en el 2000 determinaron que la infertilidad
masculina con y sin defectos en la espermatogénesis tiene bases hereditarias. Estos
estudios se vieron reforzados por el OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man
database), la principal biblioteca virtual de informacién sobre la funcién de genes,
donde en el afio 2000 existia una lista de aproximadamente 50 desérdenes

monogenéticos asociados con la infertilidad masculina.

Entre las causas genéticas conocidas de infertilidad masculina destacan: el
Sindrome de Kallman, la Distrofia Mic;tc’)nica, la obstruccién congénita de las vias
deferentes (CBAVD) en la que los pacientes son portadores de mutaciones en el
gen CFTR causante de la Fibrosis Quistica, expansion del trinucléotido CAG en el

gen del receptor de andrégenos, mutaciones en los genes de gonadotropina y

Areli Herrera Diaz - I8 =




3 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

receptores de gonadotropina, Criptorquidismo y una de las causas mas frecuentes
y de las mas estudiadas, en la que se enfoca el presente trabajo, son las
Microdeleciones en el Cromosoma Y (Abusheikha et al, 2001; Aclaren, 1998;

Foresta et al., 1999; Hackstein et al., 2000; Briton-Jones y Haines., 2000; Jadranka et
al., 2001).

3.2. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es un proceso unico de diferenciacién continua
(Figural), que en humanos requiere entre 72 y 74 dias para la maduracién
completa de las células germinales (espermatogonias) hasta espermatozoides. En
los tubulos seminiferos, las células de Sertoli nutren a las células germinales y
regulan su maduraciéon, mientras que las células de Leydig se encuentran
rodeando los tabulos seminiferos y producen testosterona, necesaria para el

mantenimiento de la espermatogénesis (Alberts et al., 1994, Okwun et al.,, 1996).

Los espermatozoides se forman en los tiibulos seminiferos de los testiculos a
partir de la madurez sexual. Los tabulos estan llenos de espermatogonias, que se
encuentran en distintas etapas de diferenciacion, estas células se desarrollan a
partir de las células germinales primordiales, por medio de una larga serie de
mitosis. El siguiente tipo de células en la secuencia del desarrollo es el
espermatocito primario, que experimenta una Meiosis [ para formar dos
espermatocitos secundarios, y cada uno de estos forma dos espermatidas las cuales
se elongan durante un proceso conocido como espermiogénesis.

Durante el proceso de espermiogénesis las espermatidas se convierten en
espermatozoides, sin necesidad de mas divisiones, se compacta la cromatina

dentro de la cabeza del espermatozoide y se producen proteinas necesarias para el

.
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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

espermatozoide (Alberts et al., 1994; Johnson et al., 2001; Champion y Hauley, 2002;

Maymon et al., 2000).

Figura 1. Representacion esquemaitica de la espermatogénesis: A la
derecha de la figura se ve un corte transversal del testiculo, donde se
ubican los tibulos seminiferos, en ellos se encuentran las células
-germinales o espermatogonias, las cuales estin rodeadas de células de
Sertoli que le proporcionan alimento. A la izquierda de la imagen se
presentan las fases de la espermatogénesis, indicando el tipo de divisién
celular. Tomado y modificado de: www.sunyduthces.edu/ .../ Bio102

<
.‘d‘," BN Areli Herrera Diaz
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3 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

Con los avances de la ingenieria genética ha sido posible identificar
diferentes genes implicados en la espermatogénesis. Estudios realizados por Okabe

et al., en 1998 reportan genes ubicados en cromosomas autosémicos, involucrados

en este proceso.

La revisién mas reciente de los diferentes genes implicados en la regulacion
de la reproduccién en mamiferos, es la realizada por Matzuk y Lamb et al., en el
2002 al analizar especificamente la espermatogénesis en ratones. Los autores
mencionan al menos 86 genes involucrados, incluyendo genes del Cromosoma Y,
donde mutaciones en estos muestran efectos especificos que resultan en la

infertilidad o subfertilidad en el ratéon; sus resultados sugieren algo similar en

humanos.

3.3. EL CROMOSOMAY

El Cromosoma Y comprende del 2 al 3% del genoma haploide y es un
cromosoma acrocéntrico no esencial para la vida. Esta formado de un brazo corto
(Yp) en donde se encuentra el gen SRY (determinante del sexo masculino) y genes
que tienen homologia con el Cromosoma X (Lahn y Page, 1997), y un brazo largo

(Yq) que esta dividido en diferentes regiones que contienen genes involucrados en

la espermatogénesis.

El Cromosoma Y ha sido mapeado de manera considerable, aunque no
completamente, al utilizar una combindcion de estudios de mapeo-delecion, que
definen intervalos especificos. Para esto se han empleado diferentes sistemas como

YAC (Cromosomas Artificiales de Levaduras), PAC (Cromosomas Artificiales de

CRe
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L 5 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

Plasmidos) y BAC (Cromosomas Artificiales de Bacterias). Ademas han servido
para identificar genes candidatos a la espermatogénesis (Affara, 2001).

Foresta et al, en el 2001 realizaron una revision de los principales mapeos
cromosémicos del Cromosoma Y efectuados hasta esa fecha, por los diferentes

equipos de investigacion (Figura 2).
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Figura 2. Mapas del Cromosoma Y. A, Representacién de las bandas citologicas
del Cromosoma Y. El brazo corto se denomina Yp y el brazo largo Yqg, este
ultimo se subdivide en Yqll (regién eucromatica) y Yql2 (Region
heterocromadtica). B, Los siete intervalos de el mapa del Cromosoma Y de
Vergnaud et al.,, (1986) donde los intervalos 1-4 se encuentran en el brazo corto
y el centrémero, los intervalos 5 y 6 se encuentran en la regién eucromatica, y el
intérvalo 7 se encuentra en la regién heterocromatica. C, Los 43 intervalos del
mapa del cromosoma Y segiin Vollrat ef al., (1992). A la derecha se presenta una

lista de los principales genes mapeados en el Cromosoma Y con su localizacion
en las regiones AZF.
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¢ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

Mediante estudios citogenéticos el Cromosoma Y se ha dividido en tres regiones:
region pseudoautosémica, regién eucromadtica y region heterocromatica. Con
técnicas modernas de mapeo cromosémico se han identificado al menos 50 genes,

en el cromosoma Y, algunos de los cuales se expresan tnicamente en testiculos

(Lahn y Page, 1997; Ma et al., 2000).

El Cromosoma Y se ha utilizado recientemente en estudios de tipo antropolégico,
debido a la transmisién directamente paterna; la region no recombinante del
cromosoma Y posee haplotipos polimérficos que se han utilizado para el estudio
de la historia de la poblacion (Wells et al., 2001;Thomson et al., 2000; Passarino et
al., 1998; Ke et al., 2001; Shen et al., Stumpf et al., 2001).

Thomson et al., en el 2000 han relacionado polimorfismos en algunos genes como
SMCY, DBY y DFFRY, y la evolucién del Cromosoma Y en las poblaciones. Otros
equipos de investigacién han relacionado algunos haplotipos como el p49a,f/Taq 1
ubicado en el gen DAZ con el lenguaje de diversos grupos étnicos en Africa y

Europa (Poloni et al., 1997).

Estudios recientes mencionan la presencia de oncogenes y/o genes supresores de
tumores localizados en el brazo corto del cromosoma Y, donde el gen mas

estudiado es el TSPY (Joblin y Tyler, 2000; Fai y Lau, 1999).

Este cromosoma, ademas de contener el gene SRY determinante del sexo (Foster
JW, 1992) tiene grupos de genes involucrados en proporcionar algunas de las

caracteristicas dimérficas masculinas como la estatura (Roldan y Gomendio, 1999).
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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

Los genes ubicados en la regién no recombinante del Cromosoma Y, pueden
ser divididos como ubicuitos y aquellos que solo se expresan en testiculo, lo que

supone su rol importante en la espermatogénesis (Lahn y Page, 1997).

McElreavy y Krausz (1999), realizaron una revision de los genes ubicados en el
Cromosoma Y, y la relacion de éstos con la espermatogénesis; en su revision
realizan una clasificacion mas completa de los dos grupos de genes, los de
expresion ubicuota y los de expresion especifica de testiculo, que se describen a
continuacion.

En el primer grupo se incluyen los genes: DFFRY (Drosophila fats facets related Y),
este gen codifica para un antigeno menor de transplante especifico de varones,
involucrado en el rechazo a injerto de médula 6sea (Vogt et al., 2000). El gene DBY
(Dead box Y) codifica para una protefna que podria ser una RNA helicasa (Lahn y
Page, 1997). El gen UTY (Ubiquitous tetraticopeptide repeat motif Y), codifica para
un antigeno menor de histocompatibilidad-HLA-B60-especifico de varén (Vogt ef
al., 2000). EI gen elF-IAY (Eukaryotc translation-initiation-factor TA Y isoform),
codifica para un factor iniciador de la traducciéon (Lahn y Page, 1997). El gen SMCY
(Selected mouse cDNA on the Y) codifica para un epitope del antigeno H-Y, y el
gen TB4Y(Thymosin B4 Y isoform) codifica una proteina involucrada en el

secuestro de actina (McElreavy y Krausz, 1999)

Estos genes se encuentran en el intervalo 5 del Cromosoma Y, son de expresién
ubicuota y solo existe una copia; ademas, presentan una variacion muy pequefia en
algunos aminodacidos con respecto a su gen homdlogo en el cromosoma X los

cuales escapan a la inactivacién del X. (Chanddley, 1994).

Del grupo de genes que solo se expresan en testiculo se incluyen: CDY

(Chromodomain Y) involucrado en la modificacion de las cromatidas durante la
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13 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

espermatogénesis; XKRY (XK-related Y) una probable proteina de transporte en la
membrana; PTP-BL (Protein-tyrosine phosphatase BAS-like) ¢ PRY (Protein-related
Y) de los cuales existen cuatro genes, dos ubicados en el intervalo 6, codifican una
proteina de probable transporte en la membrana (Stouffs et al., 2001); genes BPY1 y
BPY2 (Basic Proteins Y1 and Y2) de funcién no conocida, y los mas estudiados
RBM (RNA-binding-motif) y DAZ (Deleted in Azoospermia). Estos tltimos genes
contienen multiples copias en el cromosoma Y, no presentan homologos en el

cromosoma X (McElreavey y Krausz, 1999).

3.3.1. GENES DAZ Y RBM EN ESPERMATOGENESIS

En el intervalo 6 del Cromosoma Y existen dos genes en particular que han
sido estudiados ya que su frecuencia de delecion es muy alta en varones infértiles,
uno es el Motivo de Reconocimiento del RNA en el Cromosoma Y (YRRM/RBM) y
el otro gen es el Deletado en Azoospermia (DAZ). Cooke et al., en 1998 realizaron
una revision de los genes involucrados en la espermatogénesis, destacando la

participacion de los genes DAZ y RBM en ésta.

Venables et al., en 1999 reafirman que el producto de estos genes son
proteinas citoplasmicas (DAZ) y nucleares (RBM) de unién a RNA y que son
esenciales en la espermatogénesis. Su papel funcional en la espermatogénesis se ve
sustentado en varias evidencias: el patrén de expresién especifico de células
gernﬁﬁales masculinas, la presencia de motivos RRM (Motivos de Reconocimiento
de RNA), el papel funcional de sus genes homologos relacionado a
espermatogénesis, en otros organismos, y por ultimo los efectos de infertilidad en

pacientes con microdeleciones en estos genes.
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3 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

La Familia de Genes RBM

El primer gen asociado con la regién AZF (Factor de Azoospermia) del
Cromosoma Y fue RBM (Ma et al., 1993), es un miembro de la familia de genes que
codifican protefnas de unién al RNA (RNA-binding protein), el cual esta
representado en multiples copias en diferentes regiones del cromosoma Y, y al
menos una copia estd localizada en la regiéon AZFb y su delecién se relaciona con
alteraciones seminolégicas (Kadandale ef al., 2002).

La protefna RBM se halla exclusivamente en células germinales de testiculo,
es una proteina nuclear que estd involucrada en el procesamiento del RNA durante
la espermatogénesis. Es posible que el gen RBM juegue un papel importante
durante el splicing (procesamiento del RNA), de las moléculas pre-mRNA, ya que
contiene un dominio RRM amino-terminal y regiones ricas en dipéptidos SR
(Reguladores del Splicing); ademas, se ha demostrado su interaccién in vitro con la
proteina nuclear TRA2p, la cual se sabe regula el splicing altenativo. RBM tiene
una proteina homéloga en Drosophila, involucrada en el splicing alternativo, que

permite la determinacion del sexo (Elliot et al., 1998).

La familia de genes DAZ

La familia de los genes DAZ comparten ciertas caracteristicas con la familia
de genes RBM (Reijo et al., 1995; Venables ef al., 1999) (Figura 3). Habermann et al.,
en 1998 mediante experimentos de inmunotincién con anticuerpos especificos para
un dominio de la proteina DAZ, detectaron la proteina en la parte mas interna del
epitelio de las células germinales y en el tallo de los espermatozoides, lo que
sugieré una funcién en el metabolismo del RNA de espermitidas tardias,
posiblemente en el almacenamiento o el transporte del RNAm especifico de

testiculo.
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Figura 3. Proteina DAZ. El gen DAZ contiene siete exones con diferentes sitios de
splicing, codifica para una proteina cuya regién amino-terminal tiene capacidad
de unirse al ARN, modificando la expresién genética. Tomado de
http:/ /www.iladiba.com.co/revista/1995/09/ avgen.asp

En humanos existe otro gen homoélogo a DAZ en el cromosoma 3(p24)
nombrado DAZL1 6 DAZLA, y en ratones se identific6 un gen homélogo a DAZ en
el cromosoma 17 que corresponde al gen Dazl1 6 Dazla. Se ha demostrado que el
gen Dazll codifica para una proteina esencial en la gametogénesis, ya que su
inactivacion (mediante recombinacién homologa en células germinales) afecta

dicho proceso, tanto en machos como en hembras (Ruggiu et al., 1997).

Slee et al., en 1999 demostraron el papel crucial del gen DAZ en la
espermatogénesis, asi como la homologia en funcionalidad entre los genes DAZ

(humano) y Dazl1 (raton), ya que lograron conferir un rescate parcial en el fenotipo

de ratones Dazll mutantes, al introducir un transgen DAZ humano.

DAZ es el gen que m4s frecuentemente se deleta en pacientes con Azoospermia y

Oligozoospermia; se sabe que la delecién en estos pacientes interfiere con la
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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

maduraciéon de los espermatozoides (Saxena et al., 1996; Habermann et al., 1998;

Simoni et al., 1997; Stuppia et al.,1996).

Originalmente Saxena ef al., en 1996 reportaron maltiples copias del gene DAZ, en
el Cromosoma Y, ellos relacionan la homologia entre estos genes DAZ y el gen
funcional DAZH con la evolucién del Cromosoma Y a partir de genes autosémicos.
Continuando con el anélisis evolutivo del gen DAZ, por un lado Eberhart et al., en
1996 reportaron la presencia de siete copias de este gen en el intervalo AZFc,
donde una de las copias es homéloga al gen boule en Drosophila, posterior a este
reporte Houston et 4l., en 1998 encontraron una homologia significativa del gen
DAZ con el gen XDAZ en Xenopus. Sin embargo estudios mas recientes realizados
por diferentes grupos de investigacion, en el afio 2000, demostraron que no son
siete las copias del gen DAZ, en realidad existen dos regiones con dos genes DAZ,

cada uno, orientados cabeza-cabeza (Saxena et al., 2000; Vries et al., 2002) (Figura 4).

[1

Cluster 1 Cluster 2

Figura 4. Organizacién genémica del gen DAZ. El gen DAZ se encuentra en el
intervalo 6 de la region AZFc, del Cromosoma Y, en dos cluster con cuatro copias
del gen orientados cabeza-cabeza cada uno (la homologia entre ellos es de 99.8%.)
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Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

3.4. ALTERACIONES SEMINOLOGICAS

Cuando el factor de infertilidad es de tipo masculino se sabe que al menos
en el 35% de los casos, los varones presentan alteraciones seminolégicas, con un
claro trastorno en la capacidad funcional de sus espermatozoides (Bahsin et al.,
1994). Son dos las alteraciones seminolégicas mdas documentadas, segin la
Organizacion Mundial de la Salud y organismos internacionales que dictan las

pautas en reproduccion humana: la Oligozoospermia y la Azoospermia (WHO,

1992).

3.4.1. OLIGOZOOSPERMIA

La Oligozoospermia (menos de 20 millones de espermatozoides por
mililitro) es junto con la astenozoospermia (espermatozoides anormales) la de
mayor frecuencia en la clinica de la infertilidad masculina, y es una de las
entidades seminolégicas mas dificiles de conocer su etiologia, y la que mejor
pronostico tiene al utilizar técnicas de reproduccion asistida en parejas infértiles.
Existen diferentes tipos de Oligozoospermia dependiendo de la cantidad y calidad
espermatica:

1. Atendiendo a la concentracion espermidtica:
a) Oligozoospermia severa 0 muy grave: eyaculado con menos de un millon de
espermatozoides por mililitro.
b) -Oligozoospermia grave: eyaculado con una concentracién de 1-10 millones
de espermatozoides por mililitro.
¢) Oligozoospermia moderada: eyaculado con una concentracion entre 10 y 20

millones de espermatozoides por mililitro

CIE
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3 Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

2. Atendiendo a la calidad espermiitica:

a) Oligozoospermia u oligozoospermia pura: el 50% o mas de los
espermatozoides tienen motilidad progresiva y son morfolégicamente
normales.

b) Oligoastenozoospermia: menos del 50% de los espermatozoides tienen
motilidad progresiva, siendo adecuado el porcentaje de células
morfolégicamente normales.

¢) Oligoteratozoospermia: menos del 50% de los espermatozoides tienen una
morfologia normal, presentando un porcentaje adecuado de motilidad
progresiva.

d) Oligoastenoteratozoospermia: menos del 50% de los espermatozoides

tienen motilidad progresiva y una morfologia normal.
3.4.2. AZOOSPERMIA

Se define como Azoospermia a la ausencia de espermatozoides en el
eyaculado. La azoospermia puede ser a consecuencia de alteraciones de la
espermatogénesis (patologia secretora), la obstruccién de la via seminal (patologia
excretora) o la combinacién de ambas (patologia mixta).

Ante el diagndstico de origen secretor el paciente tnicamente tiene tres
alternativas: resignacién, adopcidn o inseminacion con semen de donante.

La tnica excepcion la constituye el hipogonadismo hipogononadotréfico, ya que
el tratamiento con gonadotrofinas permite la recuperaciéon de espermatozoides en
el eya'culado.

En la azoospermia excretora, mediante técnicas de microcirugia y endoscopia
puede restablecerse en algunos casos la permeabilidad de la via seminal. Si se
hallan espermatozoides moviles, se ofrece a los pacientes la recuperacion

espermaética peroperatoria combinada a técnicas de fertilizacion in vitro.
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3.5. MICRODELECIONES EN EL CROMOSOMA'Y

Aunque se ha establecido desde los afios setentas que deleciones en el brazo
largo del cromosoma Y (Yq) estin asociadas con fallas en el proceso de
espermatogénesis, solo en los tltimos afios estas regiones han sido descritas a nivel
molecular. Ademas, se han identificado genes y familias de genes en el cromosoma

Y que pueden explicar los fenotipos de los hombres que presentan estas deleciones

(Krausz et al., 1999, 2001).

3.5.1. MICRODELECIONES Y MARCADORES STS

Se conoce como Delecién a la pérdida de uno o mas pares de bases en la
secuencia del DNA. Cuando las deleciones no son visibles mediante

procedimientos citogenéticos se denominan Microdeleciones.

Las Microdeleciones se originan principalmente por mutaciones espontdneas
debido a la recombinacién entre secuencias repetidas. Existen varias enfermedades
genéticas originadas por este tipo de recombinaciones entre secuencias repetidas,
las cuales dependiendo de la orientacién de la secuencia repetida se producen

deleciones o duplicaciones (Griffiths et al., 1998).

En algunos casos las secuencias repetidas flanquean a un gen o grupo de genes,
de manera que al recombinar eliminan dichos genes, en otros casos, las secuencias
repetidas estan dentro del mismo gen, de manera que al recombinar eliminan una
region del mismo. A este tiltimo tipo se les denomina deleciones intersticiales o

intragénicas (Figura 5).
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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

Las deleciones pueden originarse por errores en la replicacién del DNA, y/o
por los mecanismos de recombinacién empleados por uno o varios sistemas

enzimaticos celulares que reconocen secuencias repetidas.
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Figura 5. Mecanismo de Deleciones intersticiales por recombinacién
homologa. Las letras mayusculas representan la secuencia del gen, la
flecha verde indica la secuencia repetida, ambas secuencias repetidas
tienen la misma orientacién, al ocurrir la recombinacién se pierde una
parte interna del gen (representado como QRS).

El Cromosoma Y se caracteriza por presentar varias familias de genes con
secuencias repetidas, 1o que podria explicar la alta frecuencia de microdeleciones
en varones infértiles con alteraciones seminolégicas (Foresta et al., 1997; Jobling et

al., 1996).

Se ha demostrado ademas que no tinicamente la presencia de familias de genes con
secuencias repetidas es la causa de las microdeleciones. Kamp et al., en el 2000
encontraron deleciones en la region AZFa en los seis pacientes analizados. Ellos al
igual que Sun et al., en el 2000 detectaron la presencia de secuencias homoélogas de

retrovirus endégenos adyacentes a la region AZFa. Sus resultados sugieren que el
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@ Microdeleciones en el Cromosoma Y Antecedentes

evento de recombinacién intracromosémica entre los retrovirus endogenos originé

la delecion.

La detecciéon de las microdeleciones solo es posible a nivel molecular. El
procedimiento molecular mas utilizados es el PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa), utilizando marcadores moleculares conocidos como STS (Sitios
etiquetados por la secuencia) o SSLP (Polimorfismo de longitud en las secuencias

discretas).

Estos marcadores se desarrollaron a partir de 1989, con ellos se aprovecha
las secuencias conocidas, tinicas dentro del genoma, para amplificarlas por PCR. El
polimorfismo se suele encontrar facilmente cuando lo que se amplifican son
intrones en lugar de exones. La ventaja principal es la velocidad con la que se
pueden realizar los andlisis una vez que las parejas de oligonucleétidos se han

establecido claramente.

La presencia de microdeleciones puede ser detectada por la amplificacién de
productos de PCR de menor tamario al esperado, o la ausencia de éste (The Centre

Sanger and The Center Sequencing Genome Washington University, 1998).

3.5.2 LOCALIZACION DE LAS MICRODELECIONES

La primera asociacién entre fallas en la espermatogénesis y una causa
genética fue demostrada por Tiepolo y Zuffardi, (1976), en un reporte de seis
pacientes azoospérmicos portadores de deleciones microscopicamente detectables
en la porcion distal de Yq; en cuatro pacientes, la delecion fue de novo. Con estas

bases ellos propusieron la existencia de un factor de espermatogénesis, llamado
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“factor de azoospermia” (AZF), el cual suponian codificaba para un gen y se

encontraba localizado en Y(q) (Kretser, 1997).

Sin embargo, la suposicién de que AZF estd representado por un simple gen
ligado al Cromosoma Y fue refutado cuando Vogt ef al., en 1996 observaron que
microdeleciones en el cromosoma Y seguian un cierto patrén. Detectaron tres
subregiones deletadas recurrentemente no traslapadas en Yq proximal, medio y
distal, denominados “AZFa”, “AZFb” y “AZFc” respectivamente. El tamafio fisico
de estas regiones se ha estimado en aproximadamente 800 Kilobases para AZFa, la
cual fue caracterizada por Sargent ef al,, en 1999 y la regién AZFb comprende

alrededor de 1.4 Mb (Mega base).

La region AZFc fue mapeada por Kuroda-Kawaguchi et al, en el 2001
quienes determinaron que comprendia un tamafio de 4.5 Mb con seis familias de
amplicones (unidades repetidas masivas), las cuales pueden recombinar entre ellas
y causar una delecién de 3.5Mb en pacientes azoospérmicos y oligozoospermicos

severos (Figura 6).
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Figura 6. Region AZFc. a. Cromosoma Y, mostrando los locus con funciones propias
del génro masulino: TDF (Factor Determinante de Testiculos) y las regiones AZF. b
Mapa de amplicones y regiones de transcripcién de la region AZFc. Son seis las
tamilias de amplicones (unidades repetidas masivas), mostradas de diferente color. La
recombinacién puede ocurrir entre los pares de amplicones, que se encuentran en la
misma orientacién, provocando la delecién del segmento interno. En la tabla de la
derecha se muestran los genes ubicados en el cromosoma Y, los nimeros de los genes
potencialmente funcionales (tridAngulos rellenos) y los genes que permanecen después
de los eventos de recombinacion.

3.5.3. MICRODELECIONES EN REGIONES AZFY FENOTIPO

Las microdeleciones son em_:ontradas casi exclusivamente en varones
afectados por azoospermia u oligozoospermia severa, y ocasionalmente en
pacientes con alguna otra anormalidad androlégica. En hombres azoospérmicos se
ha encontrado una frecuencia elevada de microdeleciones en Yq, comparada con

hombres oligozoospérmicos, asi como en hombres con infertilidad idiopéatica bien

S .
."h" WEN A reli Herrera Diaz -30-
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definida comparada con hombres a quienes la etiologia de su infertilidad es ya
conocida. Entre més grande es la delecién, ésta se relaciona con defectos mas

severos en la espermatogénesis (Ma et al., 2000).

Se ha demostrado que las deleciones no solo estdn asociadas exclusivamente con la
azoospermia. En 1996, Reijo et al., encontraron que las deleciones se asocian a un
amplio rango de perfiles histolégicos, desde Sindrome de solo Células de Sertoli

(SCOS) hasta arresto en la espermatogénesis (SGA) e hipoespermatogénesis severa.

Vogt et al.,en 1996 propusieron originalmente que deleciones en AZFa resultan en
SCOS del tipo I en donde no hay desarrollo de espermatogonias, mientras que
deleciones en AZFb causa SGA usualmente en el estado de espermatocito, y
deleciones en AZFc estan asociadas con una gran variedad de fenotipos, variando
desde el SCOS tipo Il (ausencia de células germinales en la mayor parte de los
tabulos testiculares) a hipoespermatogénesis (presencia de células germinales
normales aunque en numero reducido). En general, estudios subsecuentes han
reafirmado estos descubrimientos; ademas también se han reportado deleciones en
AZFa y AZFb en varones oligozoospérmicos (Kobayashi et al., 1995; Brandell et al.,
1998; Landuyt et al., 2001; Kleiman et al., 2001).

Por otro lado, Fujisawa et al., en el 2001 realizaron un estudio para correlacionar la
presencia de microdeleciones con los diferentes fenotipos clinicos. Ellos
confirmaron lo encontrado por otros equipos de investigacion (Ferlin et al., 1999;
Bar-Shira et al., 2000), al determinar que la regién mas importante para hacer un
tamizaje es la region AZFc. Ademas relacionaron las regiones AZFa y b con la
presencia de células germinales; determinaron ademas que microdeleciones en la

region AZFc no tienen un patrén histolégico definido de anormalidades.
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Se ha demostrado que las microdeleciones no son exclusivas de patrones
histologicos o relacionadas a la cuenta de espermatozoides, ya que en un paciente
con globozoospermia, (espermatozoides con cabeza redonda y sin capa
acrosdmica) se detecté una delecién de dos marcadores, uno en AZFa (sY86) y otro
en AZFb (sY131) (Zeyneloglu et al., 2002). Esta anormalidad es poco frecuente y no
permite que ocurra la reaccién del acrosoma con el 6vulo, por lo que el ICSI es la
tinica opcién de tratamiento. Este reporte es el primero que menciona una relacién

entre la globozoospermia y las microdeleciones en el Cromosoma Y.

3.5.4. FRECUENCIA DE LAS MICRODELECIONES

Numerosos estudios moleculares han tratado de identificar las regiones mas
cominmente deletadas en Yq. Esto, para determinar la incidencia de
microdeleciones entre hombres con azoospermia u oligozoospermia, y para

correlacionar el tamafio y posicion de la delecién que causa la infertilidad

(Calogero ef al., 1999).

Actualmente se tienen reportes de mas de 3,000 pacientes infértiles analizados en
busqueda de microdeleciones en el Cromosoma Y. Cuando la causa de infertilidad
es el factor masculino, el rango de incidencia de microdeleciones varia del 1% al
55.5% (Prior et al, 1997; Reijo et al., 1996; Quereshi et al, 1996; Stuppia et al.,
1996,1997; Foresta et al., 1997, 1998; Najmabadi et al., 1996; Simoni et al., 1998;

Vander et al.,, 1997; Peterlin et al., 2002; Rolf et al., 2002; Kleiman et al 1999; Jobling et
al., 1996).

Las deleciones en AZFa, son las menos frecuentes y varian del 1% al 5% (Simoni et

al., 1998). En Espafia, Oliva et al.,, en 1998 realizaron un estudio para evaluar la
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prevalencia de Micodeleciones en pacientes que recurren a ICSI como tratamiento
de infertilidad. Ellos confirmaron los datos ya antes mencionados, donde los
pacientes Azoospermicos presentan una incidencia mas alta de deleciones con

respecto a la poblacion de pacientes oligozoospérmicos.

Debido a estos antecedentes es de gran importancia el poder identificar la
presencia de microdeleciones en AZFa, AZFb y AZFc en pacientes Azoospérmicos

y Oligospérmicos severos, que recurren a ICSI (Kim ef al.,1999).

3.6. REPRODUCCION ASISTIDA EN INFERTILIDAD MASCULINA

Una vez que el varén infértil se ha realizado tratamientos especificos, tanto
médicos como quirtrgicos, sin que se haya conseguido la gestacién, debe
realizarse un ensayo de seleccion espermética para la posible practica de

reproduccién asistida (Vazquez, 1999).

El tratamiento de infertilidad masculina ha revolucionado desde 1978 cuando dos
investigadores ingleses, después de 18 afios de investigacion reportaron el primer
nacimiento de un bebé mediante fertilizacion in vitro (F1IV) (Edwards y Steptoe,
1978). En este procedimiento se ponen en contacto espermatozoides capacitados
(50,000 a 100,000) con un 6vulo maduro en medio de cultivo. Una vez fertilizado el

6vulo se procede a la transferencia embrionaria.

En los casos de pacientes con un nimero de espermatozoides recuperados de
buena calidad y con una cuenta superior a un millén, se procede a practicar

inseminaciones intrauterinas. Si éstas fracasan o el numero de espermatozoides
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recuperados es reducido, se aconseja utilizar técnicas de fertilizacién in vitro

(Schlegel et al., 1997; Edwards, 2001).

En los casos de cuentas bajas de espermatozoides se han desarrollado
ensayos para evaluar la funcionalidad de los espermatozoides ya que esta
informacién es necesaria para la elecciéon del tipo de reproduccién asistida a

utilizar en los casos de pacientes infértiles

La mayoria de las pruebas evaldan la capacidad de reaccién del acrosoma
de los espermatozoides (espontaneamente o después de la estimulacién), para
penetrar y fusionarse con un 6vulo de hamster libre de zona peltcida, y pruebas
de unién a la zona pelicida directamente en biocensayos de emizona, o
indirectamente usando pruebas citoquimicas para detectar receptores en la
superficie de los espermatozoides, que sean capaces de unirse a ligandos de la

zona peltacida (Khorram et al., 2001).

3.6.1. INYECCION INTRACITOPLASMICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)

Originalmente para la introduccién del espermatozoide al 6vulo se realizaba
una diseccion parcial de la zona pelacida en el 6vulo (PDZ), posteriormente se
realizé un procedimiento en el que se introducia el espermatozoide en la parte
subzonal del 6vulo (SuZi), y por iltimo se desarroll6 la Inyeccon Intracitopldsmica

de Espermatozoides (Figura 7) (Palermo et al., 1992; Berger, 1999; Sherman et al,,
1996).

Basados en los trabajos de fertilizacion in vitro, Palermo et al., en 1992,

publicaron la técnica de inyeccion intra citoplasmica de espermatozoides (ICSI), la
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cual ha solucionado los problemas de infertilidad en un gran nitmero de casos en
que los espermatozoides son incapaces de penetrar en el 6vulo, o en casos de
pacientes con oligozoospermia severa u azoospermia excretora o mixta. El ICSI
tiene la gran ventaja de requerir solamente un espermatozoide, a diferencia de la
FIV, en la que se requieren al menos 50,000 espermatozoides motiles y

morfolégicamente normales (Berger, 1999).

B

Figura 7. Técnicas de Micromanipulacion A.
Representacion esquematica de Diseccién Parcial de
Zona (PDZ). B. Procedimiento de Insercién Subzonal.
(SuZi). C. Representacion de Inyeccion
Intracitoplasmica de Espermatozoides (ICSI).

Las fases de la ICSI son las mismas que en FIV en cuanto a la estimulacion y
puncién ovocitaria. Una vez obtenidos los ovocitos se procede a liberarlos de las
células que les rodean para determinar el grado de maduracién, ya que solo
aquellos ovocitos que se encuentren en metafase II (maduros) podran

microinyectarse.

P
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Tras procesar la muestra de semen y seleccionar los espermatozoides, éstos
son colocados en wuna microgota con una solucién  hiperviscosa
(Polivinilpirrolidona), que disminuye Jla velocidad de los espermatozoides,
permitiendo una facil captura de los mismos. Los ovocitos se colocan en
microgotas y se procede a la microinyeccion de un espermatozoide en el interior de
cada ovocito. Actualmente para realizar una microinyeccidén correcta es necesario
disponer de un microscopio invertido provisto de una 6ptica Normarki o Hoffman
(aumento de contraste de fase, en organismos vivos). El microscopio debe llevar
acoplada una placa calefactora para mantener la temperatura constante a 37°C
durante todo el proceso. Lleva acoplados 2 micromanipuladores y 2
microinyectores para sujetar el ovocito y microinyectar el espermatozoide. Se
utilizan dos micropipetas de cristal, una para sujetar el ovocito y la otra para
microinyectar el espermatozoide (Figura No.8). La microinyeccién se lleva a cabo
en placas de plastico, una vez terminada los ovocitos se colocan en medio de
cultivo en estufa de 37°C y 5% de CO2, hasta que son transferidos al fondo uterino,

al dia 2 6 3 (2-8 células) (Vazquez, 1999).

La introduccién del ICSI a la Reproducciéon Asistida incrementé los resultados
exitosos de nacimientos obtenidos, al menos en un 35 a 40%; hasta 1998, en Estados
Unidos, los intentos de FIV incluyendo ICSI fueron 61,284 con el 57% de
embarazos miitiples; en Europa fueron de 193,111 tratamientos en base al ciclo

reproductivo de las pacientes, con 43% de embarazos multiples (Katz ef al., 2002).

Ademas, se han desarrollado procedimientos para extraer espermatozoides del
epididimo y del testiculo, en casos de pacientes con Azoospermia. Cuando los
pacientes presentan obstrucciones en los conductos se recurren a técnicas como el
MESA (Aspiracion Micro quirdrgica de Espermatozoides del Epididimo) y el PESA
(Aspiraciéon Percutdnea de Espermatozoides del Epididimo). Esta altima es la mas

empleada (Sherman et al., 1996; Patrizio et al., 1998).
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Cuando la Azoospermia no es debida a obstrucciones, se recurre a la Recuperacion
Testicular de Espermatozoides (TESA y TESE) la primera se lleva a cabo usando
una jeringa, mientras que la segunda es una biopsia testicular en la cual los

espermatozoides son extraidos in vitro y usados para ICSI (Khorram et al., 2001).

Figura 8. Equipo semiautomatizado para ICSI . Equipo de
micromanipulacién (The Integra Ti Micromanipulation System
compaiiia Zander Medical Supplies), empleado en la Inyeccién
Intracitoplasmica de  Espermatozoides. (ICSI). Tomado  de:
www.zanderivf.com/zms2001/Microscopu.thm

3.6.1.1. TRANSMISION GENETICA DE INFERTILIDAD POR ICSI

Los criterios para incluir a pacientes en la técnica de Reproduccion Asistida
ICSI por el factor masculino, incluye anormalidades detectadas por analisis de
semen (mencionadas anteriormente), y la posibilidad de obtener espermatozoides
por cirugia (Khorram et al., 2001). Estos criterios de inclusion son los que aumentan

las probabilidades de transmitir la infertilidad masculina a los hijos varones, ya
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las probabilidades de transmitir la infertilidad masculina a los hijos varones, ya
que es en estos pacientes es donde se encuentra el mayor porcentaje en la deteccién

de microdeleciones en el Cromosoma Y (Winston y Ardy, 2002).

Mulhall et al, en 1997 demostraron que es posible en pacientes con
azoospermia no obstructiva y microdeleciones en el gen DAZ, obtener
espermatozoides del testiculo y realizar un TESE-ICSI exitoso, pero con el

problema de que los hijos varones seran estériles.

Diferentes grupos de investigadores han encontrado una transmision
vertical directa entre las microdeleciones de hombres infértiles que recurren a
programas de reproduccion asistida y sus hijos procreados mediante estas técnicas
(Crausz Cet al., 1999, Jiang et al., 1999; Kmischke et al., 1999; Mark et al., 1998; Page
et al., 1999; Rubio et al., 2001; Nap et al., 1999; Zeyneloglu et al., 2002).

El ejemplo mas claro es el presentado por Chang et al. (1999), quienes
describen el caso de una familia en la que el padre (probada su paternidad)
transmitié una deleciéon en la region DAZ a sus cuatro hijos. Al padre se le
diagnosticé azoospermia hasta la edad de 64 afios. Sus cuatro hijos fueron
infértiles, presentando azoospermia y oligozoospermia; uno de los hijos después
de realizarse un TESE-ICSI pudo procrear, sin embargo su hijo varén presento la

misma delecién que su padre y su abuelo.

En resumen la deteccion de microdeleciones en el Cromosoma Y es importante no
unicamente para definir la etiologia de la infertilidad, sino también para brindar un consejo

genético a familias que recurren a programas de reproduccion asistida.

I
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IV. OBJETIVO GENERAL
e Detectar microdeleciones en las region AZF del Cromosoma Y, en varones
infértiles candidatos para inyeccién intracitoplasmica de espermatozoides,

utilizando PCR mualtiple.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar la técnica de PCR para cada uno de los 16 marcadores

moleculares STS's del intervalo 5, en varones fértiles.

o Estandarizar una técnica de PCR Multiple del intervalo 5, para los 16

marcadores moleculares STS's en varones fértiles.

* Analizar mediante pruebas de PCR Multiple los intervalos 5 y 6 del
cromosoma Y, de varones infértiles con azoospermia y oligozoospermia que

recurren a ICSI.

¢ Comprobar las posibles microdeleciones mediante la amplificaciéon de los

marcadores individuales, utilizando un control interno en la amplificacién.
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V. HIPOTESIS

Es posible detectar microdeleciones en las regiones AZF del Cromosoma Y, en

pacientes que recurren a Inyeccién Intracitoplasmica de Espermatozoides, por
factor masculino de infertilidad.
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VI. MATERIAL Y EQUIPO

EQUIPO

Microcentrifuga 5415 C Eppendor{®

Camara de Electroforesis OWL Separation System Inc.
Termociclador PTC-100™, MJ Research, Inc
Transiluminador FBTIV-88 Fischer Scientific

MATERIAL BIOLOGICO

Los pacientes seleccionados fueron en total 46 varones con cuentas
anormales de espermatozoides, de los cuales 6/46 presentaban Azoospermia
idiopatica, 25/46 oligozoospermia severa y 15/46 presentaron oligozoospermia. A
cada paciente seleccionado se le extrajo sangre periférica, mediante venopuncion
utilizando EDTA como anticoagulante. Con las muestras de sangre periférica se

aisl6 DNA genémico para realizar el tamizaje genético.
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VII. METODOLOGIA
7.1. AISLAMIENTO DE DNA

Para el aislamiento de DNA se utilizaron dos técnicas diferentes
dependiendo del tiempo de almacenamiento de la muestra de sangre. Para
muestras recientes se utiliz6 la técnica de “TSNT”(Tritén 100X al 2%, SDS al 1%,
NaCl a 100 mM, Tris-HCl a 10 mM, pH 8) y para muestras con mayor tiempo de
almacenamiento se utitlizé la técnica de “de Salado”. La descripcién de las técnicas

se muestra a continuacion.
7.1.1. TECNICA DE “TSNT”

Se colocan 300ul de sangre total anticoagulada con EDTA 5mM en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml y se afiaden 200pl de buffer de lisis (Tritén 100X al
2%, SDS al 1%, NaCl a 100 mM, Tris-HCl a 10 mM, pH 8) y 500ul de fenol
saturado. Se mezcla completamente por inversion  durante un minuto.
Posteriormente, se agregan 100ul de Sevag y se agita en Vortex durante cinco
minutos. Una vez concluida la agitacion, se afiade a la mezcla 200pl de buffer TE
1X y se procede inmediatamente a centrifugar por 15 minutos a 14,000 g.

Una vez concluida la centrifugacion, se transfiere la fase acuosa a otro tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se precipita el DNA agregando 2 volimenes de etanol
al 100%. Por ultimo, se centrifuga por 2 minutos a 14,000 g para decantar el
sobrenadante y obtener la pastilla de DNA, se lava la pastilla con un ml de etanol
al 70%, se vuelve a centrifugar por 2 minutos, se decanta el sobrenadante y se pone

a secar la pastilla. La pastilla se resuspende en 50ul de TE 1X a 4°C por 24 horas.

7.1.2. TECNICA DE “DE SALADO"” (SALTING-OUT)
Se colocan 200ul de la muestra de sangre con 1000pl de buffer lisis

eritrocitos (NH4Cl 155mM, NaHCO3; 10mM, EDTA 0.1mM pH 7.4). Después, se
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incuba por 10 min a 4°C mezclando ocasionalmente; posteriormente se centrifuga a
14,000 rpm por 10 min. Descartar el sobrenadante y lavar la pastilla con 800pl de
buffer lisis eritrocitos incubar y centrifugar como se hizo anteriormente. Hacer lo

mismo con 500 pl y 200 ul de buffer de lisis de eritrocitos.

Se resuspende el botén con 150ul de buffer lisis leucocitos agregando 3.5ul de
proteinasa K (10mg/ml) y 10pl de SDS 10%. Incubar toda la noche a 55°C.
Posteriormente, afiadir 50ul de NaCl (6M) y agitar vigorosamente por un minuto.
Se centrifuga a 14,000rpm por 15 min y se transfiere el sobrenadante a un vial para
precipitar las protefnas con 500ul de fenol y 100ul de SEVAG, y se centrifuga por
20 min a 14,000rpm. Recuperar el sobrenadante y precipitar el DNA con 2
voltimenes de etanol.

Por ultimo, se centrifuga por 2 minutos a 14,000 g para decantar el sobrenadante y
obtener la pastilla de DNA, se lava la pastilla con un ml de etanol al 70%, se vuelve
a centrifugar por 2 minutos, se decanta el sobrenadante y se pone a secar la

pastilla. La pastilla se resuspende en 50ul de TE 1X a 4°C por 24 horas, 6 a 37 °C

durante 30 minutos.

7.2 MARCADORES MOLECULARES “STS”

Para el analisis de deteccion de microdeleciones en el cromosoma Y se
. probaron un total de 30 marcadores moleculares STS's (sequence-tagget site) que
incluyen regiones que ya se han determinado que se deletan en Yqll,
principalmente en las regiones AZFa, AZFb y AZFc de dicho cromosoma. De los 30
marcadores, 14 de ellos se encuentran localizados en el intervalo 5, y 16 en el
intervalo 6. En el presente trabajo se estandarizé solo el intervalo 5, las reacciones

del intervalo 6 ya estaban estandarizadas previamente (Castro-Pérez A, 2000).
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Cada marcador molecular seleccionado, fue analizado contra el banco
genomico del NCBI mediante el programa BLAST, para comprobar su localizacion,
y para detectar si habia hibridacion entre ellos. En los casos donde no se sabia la
localizacién exacta se recurrié a los mapas propuestos por los diferentes equipos
de investigacion. La seleccién de los marcadores se realizo en base a la literatura; la
figura 9 muestra el mapa con los marcadores STS de las regiones conocidas hasta el
momento de la eleccion de éstos.

Ademas de los marcadores del Cromosoma Y, se estandarizaron pruebas de PCR
con un control interno. En los intervalos 5 y 6 se utilizé el ZP3 (ubicado en el
Cromosoma X) y en el intervalo 6 algunos marcadores se estandarizaron con el
SRY, ubicado en el brazo corto del Cromosoma Y (Tabla 2).

Primero se probaron todos los diferentes marcadores por separado, utilizando
DNA de individuos sin problemas aparentes de infertilidad. En la Tabla 1 se
muestran los 30 marcadores moleculares utilizados, su locus, la secuencia de los
marcadores (derecho e izquierdo) y el tamafio de los productos de PCR esperados.
Se llevaron a cabo reacciones de PCR bajo condiciones controladas de temperatura
de desnaturalizacién, hibridacién y polimerizacion.

I Regi6n seudoautosoma

[l Heterocromatina STS Locus

[ Eucromatina

> sY81 DYS271
Centrémero i S, e
sY620 DFFRY
1 sY87 DYS275
TB4Y TB4Y

2 sY182 KAL-Y
sY9%4 DYS279
sY97 DYS281

3 sY121  DYs212

Y sY7 SMCY

4 sY124  DYs215

) 5Y127 DYs218

AZFa s5Y128 DYS219
\ B | i MKS REM
> sY130 DYS5221
AZFb sY133 DYS223
—_ sY134 DYS224
/' 6 sY145 DYF51s1
AZFc sY152 DYS236
sY153 DYS§237
sY277 DAZ
sY254 DAZ
5Y279 DAZ
Figura 9 Mapa del Cromosoma Y. e
Regiones del Cromosoma Y analizadas, ok s
indicando los marcadores STS y la regién sY269  DYS247

3 sY157 DYS240
donde se localizan.
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Tabla 2.

Metodologia

Marcadores moleculares STS del cromosoma Y (Yql11).

STS

Locus

Oligonucleétido 3’

Oligonucleotido 5’

::-pb

UTY
DBY
5Y84
SY620
5Y86
SY87
TB4Y
SY182
5Y94
SY121
5Y7
SY124
SY127
5Y128
5Y130
SY133
5Y134
5Y145
5Y152
SY153
SY277
SY254
5Y279
5Y283
SY255
5Y624
SY205

uTy

DFFRY GTGACACACAGACTATGCTTCAGC ACACACAGAGGGACAACCCTGT

DY527
TB4Y

DYS279
DY5212
SMCY
DYS215

DYS218 TAGGCTCACAAACGAAAAGAAA AGCTGCAGGCAGTAATAAGGGA

DYS219
DY5221
DYS223
DYS224

TGTCCTCITTTCGCATTTGCGCCC CTGGTTGGTTGATGGTCACGTC
DBY TTGGCAATCGTGAAAGACCTGGC CCGGTTGCCTCTACTGGTATATC
DYS273  GAGAAGGGTCTGAAAGCAGGT AAGCCTACTACCTGGAGGCTTC
DFFRY GGCTGATATATGCTGGTACTTCA TCACAGTACTCAAAACAACACAG

5 GCTCTGTTGCTTGAAAAGAGGG CACTGCAGGAAGAATCAGCTG
CAAAGACCTGCCTGACAATGGAG CTCCGCTAAGTCTTICACCAAC
KAL-Y TTCAGAAGTGAAACCCTGTATG GCATGTGACTCAAAGTATAAGC
NGTCATGACAGCCAGGGTATTT TTTGGACATAGTTTITTGGTC
TNAGTTCACAGAATGGAGCCTG GACCTGTGACTCCAGTTTGGTC
AGTGACCACAGGGCCTATCGTG AATTTGCTGAGCACCTAGAAGG
TCCAGGCAGGACAGCTITAAAAG TTACTGTGGCAAAGTTGCTTTC

GAGGATGAGACATTTTTGTGGG
CAGAGAGTTTTCTAACAGGGCG
TNATTTCTCTGCCCTTCACCAG

CTGTCTGCCTCACCATAAAACG

CTAGCCCAATGTAAACTGGACA
TATGGGAATCACTITTGCAACT

TATGATGATTGCCTAAAGGGAA

CAACCACTGCCAAAACTTITCAA

DYF5151 ACACAAAAACACTCATATACTC TGAGAATAATTGTATGITACGGG

DYS5236

AAAGACAGTCTGCCATGTTTCA

TNACAGGAGGGTACTTAGCAGT

DYS237 AAGCATCCTCATTTTATGTCCA CCCAACCCAAAAGCACTGAGTA

DAZ
DAZ
DAZ
DAZ
DAZ
DAZ
DAZ

GGGTITTTGCCTGCATACGTAAT
CTGGGTGTTACCAGAAGGCAAA
CCACCTCATGGTAGTAAAATTGTA
CAGTGATACACTCGGACTTGTGT
GGTGCTCGTCATGTGCAGCCAC
TTTAAATCTGTTGGATCCTCTCA
TCTCACTGTTGTTGTGTAGGTTAC

5Y269 DYS247 CTGAACTCCAATCATICCCIGA
SY157 DYS240 AGCTTAGGAAAAAGTGAAGCCG
MK5 RBM TATGGCAGAAGTTGGGAGAGTT

CTAAAAGCAATTCTAAACCTCCA
GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
TGTAGCAATAAGATAAATAAGA
GTTATTTGAAAAGCTACACGGG
GAGTTACAGGATTCGGCGTGAT
CTTTCAGTCTCGATTATITGTTA
GGATCTGAGAATGCTTCACCTTA
ATTIGGCTCTACTTTTCCCCTT
CITCCTGCTGTCAGCAAGATACA
GATGCCACATAACTTGAGCTAC

212
277
326
249
326
252
102
132
149
190
201
107
274
228
173
177
30
142
125
139
312
370
835
497
123
256
99
115
289
154

STS= Sequence-tagget site
*pb= Tamafio del producto de PCR en pares de bases

Tabla 3.

Marcadores moleculares STS utilizados como control interno.

STS Locus

Oligonucledtido 3’

Oligonucleotido 5°

pb

SRY SRY CAGTGTGAAACGGGAGAAAACAGT GTTGTCCAGTTGCACTTCGCTGCA
ZP3  7ZP3 GGAGCTGAGCTATAGGCTCTTCAT ACACTCGTGGAGTCCAACCTCAAA 277

352
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7.3. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR PARA MARCADORES
STS

Se estandarizaron las concentraciones de reactivos y de DNA a utilizar, para
cada reaccién individual de PCR, con cada uno de los marcadores moleculares

antes descritos.

7.3.1. ESTANDARIZACION DE LAS REACCIONES DE PCR INDIVIDUALES

Para la preparacion de la mezcla de reaccion de PCR se colocaron en un vial
de 0.5 ml primeramente 1 pl de cada oligonucleétido, a una concentracion de 100
ng/ul, 2.5 pl de dNTP’s (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) a 2.5 mM, 0.25pl de Taq
polimerasa (5 U/pl), 2.5 pl de buffer para la enzima, asi como 17 pL de agua
bidestilada esterilizada y libre de nucleasas. Para poder estandarizar cada uno de
los treinta marcadores STS's se emple6é 1ul del DNA de un varén sin problemas
aparentes de infertilidad. Se llevaron a cabo reacciones de PCR bajo condiciones

controladas de temperatura de desnaturalizacién, hibridacion y polimerizacion.

(Tabla 3).

Tabla 4. Programa del Termociclador

Paso Temperatura (°C) [Tiempo (minutos) Evento
1 94 4 Desnaturalizacion inicial
2 94 1 Desnaturalizacion
3 57 1 Apareamiento
4 72 3 Extension
5 35 ciclos al paso 2
6 72 7 Extensién prolongada
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7.3.2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR MULTIPLE

Las pruebas de PCR muiltiple (multiplex-PCR) consisten en usar varios
marcadores moleculares STS's en una misma reaccién lo cual permite amplificar
varias regiones del cromosoma Y en un mismo tiempo (Henegariu et al., 1997).
Utilizando DNA de personas sin problemas aparentes de infertilidad, se probaron
diferentes combinaciones de oligonucledtidos para determinar cuales de ellos

funcionan mejor en una misma reaccién de PCR.

Se considero6 los tamarios de los oligonucleétidos, la homologia que puede
haber entre ellos y la proximidad dentro del cromosoma Y. Las reacciones de PCR
multiple se realizaron basandose en los célculos utilizados en el PCR individual,

las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50ul de reaccién.

7.3.3. ANALISIS DE PACIENTES UTILIZANDO PCR MULTIPLE

Posterior a la estandarizacién del PCR maultiple con DNA de hombres
fértiles, se procedi6 al anilisis de pacientes que recurren a Inyeccién Intra-
citoplasmica de espermatozoides, por factor masculino de infertilidad, a éstos
pacientes se les realizaron espermatobioscopias para analizar cualitativa y
cuantitativamente sus espermatozoides. A los que presentaron Azoospermia u
Oligozoospermia se les extrajo sangre periférica por venopuncién, para extraer el

DNA y realizar el tamizaje genético.

Para cada paciente analizado se realizé la mezcla de reactivos
correspondiente en un tubo eppendorf 0.6ml, e incluyendo su control positivo

(DNA de hombres sin problemas aparentes de infertilidad) y control negativo
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(DNA de mujer). Los célculos se realizaron multiplicando por 1.1 debido al error
del pipeteo. De la mezcla de reactivos se depositaron 48yl de la reaccion a un tubo
eppendorf conteniendo los 2 pl del DNA a analizar.

A continuacién se presenta un ejemplo representativo de los calculos
realizados para una de las mezclas de PCR multiple, en la que se amplifican cuatro

diferentes marcadores.

1X 4X
Oligonucleoétido 5 (100ng/ ul) Tul 4.4l
Oligonucledtido 3°(100ng/ pl) 1pl 4.4l
dNTP’s 2.5mM Sul 22ul
Buffer 10X (Boheringer) 5ul 22ud
H.0O 30ul 120l
*Taq Polimerasa 1l 4.4ul
DNA (Aprox.100ng/ pl) 2ul e

* Taq DNA Polimerasa preparada en el laboratorio a partir de una cepa

recombinante de Escherichia coli.

7.34. COMPROBACION DE MICRODELECIONES UTILIZANDO UN
CONTROL INTERNO

Para comprobar que la ausencia de algin marcador molecular se debe a una
delecién en el Cromosoma Y; no a un error en la amplificacién, se estandarizaron
- las reacciones de PCR para amplificar los diferentes marcadores moleculares junto
con un control interno en la reaccién. En los intervalos 5 y 6 se utilizé el ZP3 el cual
se enicuentra ubicado en el cromosoma X. Para algunos marcadores del intervalo 6
se utilizé el marcador molecular SRY localizado cerca del centrémero en el

Cromosoma Y (Tabla 2).
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VIII. RESULTADOS

8.1. DETECCION DE VARONES CON OLIGOZOOSPERMIA SEVERA O
AZOOSPERMIA

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo, se sostuvo una
colaboracién con el Instituto para el Estudio de la Concepcion Humana, para la
deteccién de pacientes con Azoospermia u Oligozoospermia que recurren a ICSL
La colaboracion consistié en la realizacion de estudios clinicos y paraclinicos.

Los estudios clinicos comprendieron Historial Clinico y Exploracién Fisica;
los estudios paraclinicos incluyeron un Espermograma. En base al diagnostico, se

realizo la seleccion de pacientes para realizar el tamizaje genético (Tabla 5).

Tabla 5. Pacientes con Azoospermia v oligozoospermia analizados

No.Paciente | Cuenta Espermatica | Diagnostico No. Paciente | Cuenta Espermit. | Diagndstico

1 0-1/campo Parotiditis 24 9.4 mill/ml. Qligozoaspermia grave

2 2.5 mill/mlL Oligoastenozoospermia | 25 1/campo Oligozoospermia severa
3 3.1 mill/ mlL Varicocele 26 4.4 mill/ml. Oligozoospermia grave

4 1.9 mill/ ml. Oligozoospermia grave | 27 8.6 mill/ml. Oligozoospermia grave

5 1/campo Oligozoospermia severa | 28 18 mill/ mi. Oligozoospermia

6 0/campo Azoosperm/Fib quistica || 29 18 mill/ml. Oligozoospermia

7 1.2 mill/ml Oligoastenozoospermia [ 30 23 mill/ml Oligozoospermia

8 2.5 mill/ml. Oligoastenozoospernua § 31 18 mill/ml. Oligozoospermia

9 0.8 mill/ml. Oligozoospermia severa || 32 0/campo Azoospermia/Hormonal
10 2.8 mill/ml Oligoastenozoospermia | 33 1.6 mill/campo Oligoastenozoospermia
11 0/campo Azoospermia 34 30 mill/ml. QOligozoospermia

12 8.1 mill/mi. Oligoastenczoospermia | 35 1-2/campo Oligozoosperimia severa
13 2/campo Oligoastenozoosp/severa || 36 6.9 mill/ml. Qligozoospermia grave
14 4.5 mill/ml Oligoastenoczoospermia [ 37 0/campo Azoospermia/ obstructiva
15 1-2/campo Oligozoosp/ Paratoditis | 38 0-1/campo Oligoastenozoosp/ severa
16 0/ campo Azoospermia 39 0/campo Azoospermia

17 4.3 mill/ ml. Oligeoastenozoospermia | 40* 4.2 mill/ml. Oligoastenozoosp/severa
18 1.4 mill/ml Oligoastenozoospermia || 41* (/campo Azoospermia

19 22 mill/ml. Oligozoospermia 42 0/campo Azoospermia

20 3.6 mill/ml Oligoastenozoospernia | 43 0/campo Azoospermia

21 5 mill/ml. Oligoastenozoospermia || 44 4.7 mill/ml. Oligozoospermia severa
22 17.7 mill/ ml Oligozoospermia 45 0-1/campo Oligozoospermia severa
23 1/campo Oligoastenozoosp/severa | 46 1-2/campo Oligoastenozoozp/severa
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8.2. OBTENCION DE DNA A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Lo primero que se realizo fue el estandarizar dos procedimientos para el
aislamiento de DNA: “Salting out” y TSNT. El primero se utiliza cuando la
muestra de sangre es fresca y el segundo cuando ya ha sido almacenada por mas
de una semana. En la Figura 10 se muestra un gel representativo de los
aislamientos de DNA. El DNA se observa por arriba del marcador de peso
molecular 1Kb indicando que es de buena calidad en cuanto a su peso molecular.

Con este procedimiento se aislé DNA de personas normales y de los pacientes.

DNA genémico

12Kb

Figura 10. DNA genémico de varones fértiles. Carril M, Marcador de
peso molecular 1Kb; carril 2, DNA aislado mediante la técnica de Salting out;
carril 3, DNA aislado por TSNT. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

-
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Después de estandarizar las técnicas para extraccion de DNA genomico, se
obtuvo DNA de los pacientes (Figura 11) que posteriormente se analizaron con los

marcadores moleculares.

DNA gendémico

12Kb

Figura 11. DNA gendémico de pacientes. Carril 1, marcador de peso
molecular 1Kb; carriles 2-8 DNA aislado mediante la técnica de TSNT, en
pacientes azoospérmicos y oligozoospérmicos. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%.

8.3. RESULTADO DE ESTANDARIZACION DE LAS REACCIONES DE PCR
INDIVIDUALES EN VARONES SIN PROBLEMAS DE INFERTILIDAD.

Con el DNA obtenido de los varones fértiles, se probaron los marcadores del
intervalo 6 (Castro-Pérez A, 2000) y se estandarizaron los marcadores del intervalo
5. Cada uno de los 30 marcadores STS’s, de los intervalos 5 y 6, se amplificaron por
separado a partir de DNA de varones fértiles.

En las figuras 12 y 13 se presentan los resultados de algunos de los
diferentes marcadores amplificados mediante PCR-STS, en individuos sin

problemas de infertilidad.

[
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Figura 12. Estandarizacion de PCR-STS. Productos de PCR de los
diferentes marcadores moleculares STS's individuales. En el carril 1 se corrié
el marcador de peso de 50pb. En los carriles 2- 8, se corrieron los productos de
PCR de los marcadores SY255(127pb), SY269(118pb), SY277(312pb),
SY279(835pb), SY283(497pb), SY624(256pb) y MK5(154pb) respectivamente.
Gel de agarosa al 2.5 %

pb
500
2 MK5 sY620
150 250
100
50

Figura 13. Estandarizacion de PCR-STS. A, amplificacién del marcador
MKS5 (154pb) correspondiente al gen RBM, (carriles 1 y 2), Marcador de
peso molecular 50pb (M). B, amplificacion del marcador sY620 (249pb),
{carriles 3 y 4). Marcador de peso molecular 50pb (M) .

-
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8.4 RESULTADO DE ESTANDARIZACION DE LAS REACCIONES DE PCR
MULTIPLE.

Posteriormente a la estandarizacion de cada uno de los marcadores, se
estandarizaron reacciones de PCR maltiple. Esto se realiz6 con el propdsito de

disminuir significativamente el ntimero de reacciones de PCR asi como el gasto de

reactivos.

Las prucbas de PCR muiltiple consisten en wusar varios marcadores
moleculares STS’s en una misma reaccidén, es decir que se amplifican varias
regiones del cromosoma Y en un mismo tiempo. Se probaron diferentes
combinaciones de oligonucleétidos para determinar cuales de ellos funcionaban

mejor en una misma reaccion de PCR.

Como ya se mencioné anteriormente se tomé en cuenta los tamafios de los
oligos, la homologia que puede haber entre ellos y la proximidad dentro del

cromosoma Y.

Los diferentes locus analizados del intervalo 5 del Cromosoma Y se observan
en la Figura 14, en la figura se muestran las cuatro reacciones de PCR maultiple
estandarizadas, la descripcion de tamafios y el nombre del locus de cada marcador

molecular STS, se presenta en la tabla de la derecha.
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Mezcla] STS Tamano | Locus
A5 sY94 149pb | DYS279
pb sY124 107pb |DYS215
350 sY620 | 249pb | DFFRY
300 S i8LY 201pb | SMCY
250 B5 sY127 274pb [DYS218
sY128 228pb | DYS219
200 sY121 | 190pb |DYS212
sY182 132pb KAL-Y
150 TB4Y | 102pb | TB4Y
100 |> C5 sY84 326pb |DYS273
SY87 252pb | DYS275
D5 DBY 277pb DBY
50 SY86 326pb | DFFRY
UTY 212pb UTY

Figura 14. PCR maultiple del intervalo 5. A la izquierda se observa el
resultado de los marcadores amplificados y analizados en geles de agarosa al
2.5%; M, marcador de peso molecular de 50 pb. Los carriles 1 al 4 representan
las mezclas de reaccién A5,B5,C5 y D5 respectivamente. En el cuadro de la
derecha se encuentran los marcadores con la informacion del tamafio del
producto de PCR y el locus de cada marcador molecular STS. Las bandas
inferiores, cercanas al peso molecular de 50pb son los restos de la reaccién de

PCR.

Las reacciones de PCR multiple del intervalo 6 del Cromosoma Y fueron

estandarizadas previamente (Castro-Pérez A., 2000). La figura 15 presenta los locus

analizados de este intervalo. Al igual que en la figura anterior, se muestran las

cuatro reacciones de PCR muiltiple analizadas, la descripcion de tamarfios y el

nombre del locus se presenta en la tabla de la derecha.

r
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M 1 2 3 4 Mezcla] STS Tamaiio Locus
pb

760 A6 | SY205 99pb DAZ
sy145 | 142pb | DYF5151
Ssy157 |  286pb DYS240

500 SY254 | 374pb DAZ
400 " B6 |Sv269 [ 118pb DYS247
BB SY153 |  143pb DYS237

SY624 |  256pb DAZ

T sy283 |  497pb DAZ
250 C6 | SY152 | 129pb DYS236
200 sy130 | 177pb DYS221
SY134 | 305pb DYS224

150 sy279 |  835pb DAZ

D6 | SY255 | 127pb DAZ

100 MKS |  154pb RBM
SY133 187pb DYS223

- sy277 | 312pb DAZ

Figura 15. PCR muiltiple del intervalo 6. A la izquierda se observa el resultado
de los marcadores amplificados y analizados en geles de agarosa al 2.5%; M,
marcador de peso molecular de 50 pb. Los carriles 1 al 4 representan las mezclas de
reaccién A6,B6,C6 y D6 respectivamente. En el cuadro de la derecha se encuentran
los marcadores con la informacion del tamafio del producto de PCR y el locus de
cada marcador molecular STS. Las bandas inferiores, cercanas al peso molecular de
50pb son los restos de la reaccién de PCR. En la mezcla D se pueden ver bandas de
amplificaciones inespecificas, sefialadas con asteriscos (*).

8.5. RESULTADO DE ESTANDARIZACION DE PCR UTILIZANDO UN
CONTROL INTERNO

Por otro lado se establecié una prueba confirmatoria para aquellos casos en
los cuales algun paciente resultara con la delecion de un marcador, es decir, que en
la reaccion de PCR mudltiple no se observara una de las bandas. Esta prueba

consistio en amplificar cada uno de los marcadores con un control interno
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En la Figura 16 A se observa la amplificacién de 4 marcadores del intervalo
5 del cromosoma Y (carriles 1 al 4), donde se indica la amplificacién del marcador
ZP3 como control interno de la reaccién. En esta reaccién se utiliz6 DNA de un
hombre fértil, el control negativo de la reaccion contiene solamente el marcador
ZP3.

En la Figura 16 B se observa la amplificacién por separado de 3 marcadores
del intervalo 6 del cromosoma Y, donde igualmente se sefiala el control interno
ZP3, con sus respectivos controles de la reaccién. Se utilizé DNA de mujer como

control negativo de la reaccion.

M1 23 4 S67 8 91011

pb
o ZP3 pb
200 i g
200
150
25

Figura 16. Amplificacion de marcadores STS individuales con un control interno
de Ia reaccion. A. Cada uno de los marcadores se amplificé por separado en combinacién
con el marcador ZI"3. Carril 1. sY620 (249pb), carrii 2 sY128 (228pb), carril 3 sY121 (190pb),
carril 4 TB4Y (102PB), carril 5 solo ZP3 (295pb). Los productos de PCR se analizaron en un
gel de agarosa 2.5% con el Marcador de peso molecular (M) 100pb. B. Carril M marcador de
peso molecular 25pb. Carriles 1-4 marcador sY152 (129pb); carriles 5-8 marcador sY254
(374pb) y carriles 9-11 marcador sY283 (497pb). En los carriles 1,2,5,6,9 y 10 se utilizé DNA
de varones fértiles; carriles 4, 7 y 11 es DNA de mujer; carriles 4 y 8 son el control negativo
de la reaccion. Gel de Agarosa 2.5%
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8.6. RESULTADO DEL ANALISIS DE PACIENTES UTILIZANDO PCR
MULTIPLE.

De acuerdo a los objetivos anteriores, se analizaron por pruebas de PCR

multiple a varones infértiles con azoospermia u oligozoospermia.

Como se menciond anteriormente, las microdeleciones en el cromosoma Y
estin asociadas a azoospermia y/o oligozoospermia severa, por lo tanto la
seleccion de los pacientes con factor masculino de infertilidad incluy6 solo aquellos
pacientes con diagnoéstico de azoospermia y oligozoospermia severa, que

recurrieron al programa de Reproduccion Asistida ICSI.

Se seleccionaron en total 46 varones con cuentas anormales de
espermatozoides, de los cuales 6/46 presentaban Azoospermia idiopatica, 25/46
oligozoospermia severa y 15/46 presentaron oligozoospermia. A cada paciente
seleccionado se le extrajo sangre periférica, con la que se realizaron estudios

citogenéticos y ademas se les aislé6 DNA para realizar el tamizaje genético.

Con las pruebas de PCR multiple que se estandarizaron utilizando varones
fértiles, se analizaron los pacientes infértiles. A continuacion se presentan geles
representativos de algunos de éstos PCR’s, conteniendo los intervalos 5 y 6 del

Cromosoma Y (Figuras 17 y 18).

En la figura 17 A se presenta el analisis de 6 pacientes infértiles, con sus
‘respectivos controles, utilizando la mezcla D5, la cual incluye los marcadores: UTY

(212pb), DBY (277pb)y SY86 (326pb) de la region AZFa.

La figura 17 B5 se analiza la mezcla C con los marcadores: sY84 (326pb) y sY87

(252pb) de la region AZFa, con sus respectivos controles,
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A
pb sY86
300
250 DBYUTY
200
150
100
25
B
M1 238 4 5 6 78
pb
e sY84
250 sY87
200
125
100
25

Figura 17. Anilisis de microdeleciones en el Intervalo 5 por PCR maultiple en
pacientes infértiles . A, en esta figura se amplificé la mezcla D5 del intervalo 5 (Ver figura 5).
En el carril 1 se utiliz6 DNA control, los carriles 2-8 corresponden a pacientes, carril 9 control
negativo. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa 2.5%. B, amplificacién de
la mezcla C5 del intervalo 5 (Ver figura 5). En el carril 1 se utilizé DNA control, los carriles 2-7
corresponden a pacientes, carril 8 negativo. M es el marcador de peso molecular 25 pb. Los
productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2.5%.

.
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La figura 18 A presenta el analisis de 7 pacientes con sus respectivos controles,
utilizando las mezcla B de la regiéon AZFa, en la que se puede ver la amplificacion
de cinco marcadores STS (sY127 (274pb), sY128 (228pb), sY121 (190pb), sY182
(132pb) y TB4Y(102pb). La figura 18 B contiene la amplificacién de las mezclas
A6,B6,C6 y D6 del intervalo 6 del Cromosoma Y, en la cual se analizé a un paciente
con oligozoospermia. (Paciente 5, ver tabla 2). Los pesos moleculares de cada una

de las mezclas se encuentra en la figuara 15.

A B

M.1 2 3.4 §,.6.7.8.9

Figura 18. Analisis de microdeleciones en los Intervalos 5 y 6 mediante PCR multiple
en pacientes infértiles. A, en esta figura se amplific6 la mezcla B5 del intervalo 5 (Ver figura
14). En el carril 1 se encuentra un control negativo de la reaccion, carril 2 DNA control, los
carriles 3-9 corresponden a pacientes. M es el marcador de peso molecular 25 pb. Los productos
de PCR se analizaron en un gel de agarosa 2.5%. B. Amplificacion de las mezclas A6,B6,C6,D6,
del intervalo 6 (Ver figura 15). La banda cercana al tamafio de 25 pb son los restos de la reaccién
de PCR. Se analiz6 el pacientes No.5. M es el marcador de peso molecular 50pb. Los productos
de PCR se analizaron en un gel de agarosa 2.5%.

8.7. DETECCION MOLECULAR DE MICRODELECIONES MEDIANTE PCR
"MULTIPLE.

De los pacientes analizados se logroé la deteccion de microdeleciones en el
paciente No. 40, el cual tenia un diagnostico de oligozoospemia severa. Se detect6

la delecién de 10 marcadores moleculares STS (sY153, sY152, sY277, sY157, sY283,

"
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sY279, sY254, sY205, sY255, sY624), ocho de ellos localizados en el gen DAZ. y uno
en el gen PRY4 (Marcador sY157).

Ademads, se comprob6 la confiabilidad de la técnica al detectar
microdeleciones en una muestra proporcionada por otro equipo de investigacién.
La figura 19 muestra un gel representativo de PCR multiple, donde se puede ver la
microdeleciéon de 3 marcadores (sY 205, sY157, sY254)en la mezcla A del intervalo
6, en el pacientes antes mencionado, en el DNA control de microdeleciones
(Proporcionado por otro equipo de investigacion), se ve la delecion de dos de los
marcadores (sY157, sY254), comprobando la confiabilidad de las reacciones de PCR
multiple estandarizadas. En la figura es posible ademas ver la diferente intensidad
del marcador sY145, entre los controles y el paciente con microdeleciones, lo que

sugiere una microdelecién en alguna de las copias de este marcador en el genoma.

pb
400 sY254"+
300 sY157*
200
sY145
} gg sY205*+

* Deletado en paciente.
+Deletado en control.

Figura 19. Amplificacién de la Mezcla A intervalo 6. M Marcador 25pb. El carril 1
es con DNA control, los carriles 2-5 son el resultado de la amplificacién de los pacientes
analizados, el carril 5 es el paciente con microdeleciones, el carril 6 se amplific6 DNA
control positivo para microdeleciones, Carril 7 control negativo. Resultados en gel de

agarosa 2.5%
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8.8. COMPROBACION DE MICRODELECIONES UTILIZANDO CONTROL
INTERNO

Después de la detecciéon de microdeleciones mediante PCR multiple se
procedi6 a la comprobacién de microdeleciones utilizando un control interno.

La figura 20 es la comprobacién de 4 de los 10 marcadores deletados en el
paciente No.40, con Oligozoospermia severa.

Las reacciones de PCR se realizaron mezclando todos los reactivos
incluyendo el DNA vy los oligonucledtidos del control interno (SRY), excepto los
marcadores a analizar, los cuales se afiadieron individualmente por reaccion. Para
tener una mayor confiabilidad en los resultados, se realizé el mismo procedimiento
con un DNA control de un paciente fértil. La banda que se observa en el gel de la
figura 20 a un mismo nivel es el control interno En el gel se puede observar
claramente la amplificacion del control interno y del marcador a analizar en el
varon fértil amplifican los dos y en el paciente infértil se ve sélo la amplificacion

del control interno, comprobando la presencia de microdeleciones.

M 12 4354556~ T8 9

500
400

300

SRY (352pb)

200

100

Figura 20. Comprobacion de microdeleciones. M Marcador 25pb. Los carriles 1,
3, 5, 7 son el resultado de la amplificacién de los marcadores sY152(129pb), sY283(497pb),
sY279(835pb) y sY254(374pb) respectivamente en un varén fértil, con su control interno
(SRY); los carriles 2,4,6,8 son el resultado de la amplificaciéon de éstos marcadores
utilizando DNA del paciente infértil, es posible ver solo la amplificacién del control
interno, el carril 9 es el negativo, sin DNA. Resultados en agarosa 2.5%
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8.8.1. UBICACION DE LAS MICRODELECIONES EN EL CROMOSOMA Y
DEL PACIENTE AFECTADO

Se detecté una delecién de 10 marcadores STS, localizados en la region
AZFc (sY153, sY152, sY277, sY157, sY283, sY279, sY254, sY205, sY255, sY624) en el
paciente nimero 40. Posterior a esto, se procedi¢ a determinar la ubicacién y el
tamano de la delecion, para lo cual se recurrié al Banco de genes (Gene Bank) del
NCBI y al mapa de la regién AZFc reportado por Kuroda-Kawaguchi et al., (2001).
Esta regiéon AZFc comprende 4.5 Mb (Megabases), estd formada por seis familias
de amplicones (unidades repetidas masivas), que pueden recombinar entre ellas

por homologia y causar la delecién del segmento interno (Figura 21).

En base a la localizacion de los marcadores en los mapas se determiné que el
tamafio de la delecion corresponde a 3.5Mb resultado de la recombinacién de los
amplicones b2 y b4 (Figura 21). Esta regién deletada involucra al marcador sY145
del cual existen tres copias, una en cada uno de los amplicones b2, b3 y b4. Puesto
que recombind b2 con b4, qued6 tnicamente un amplicén de estos tres, es decir
que del marcador sY145 quedd uno de ellos. De acuerdo con esto en una reaccién
de PCR el producto de amplificacién proveniente de este marcador deberia de
encontrarse proporcionalmente en mayor cantidad en una persona sin problemas
de fertilidad. De hecho esto es lo que observamos al comparar la intensidad del
producto de PCR de sY145 entre las personas sin microdeleciones y el paciente
namero 40 (Figura 19, carril 5), quien es el que muestra la menor intensidad de
amplificacién de este marcador. Estos resultados permiten ver la disminucién en la
intensidad de amplificacion del marcador sY145, del paciente con microdeleciones,

comparado con la amplificacion de los controles.
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Figura 21. Mapa de Microdeleciones de la regién AZFc del Cromosoma Y en un paciente
oligozoospérmico severo. A Region AZFc con la orientacién y ubicacién de los amplicones
(flechas), y la localizacién de los diferentes marcadores moleculares STS deletados en el
paciente. B. Genes DAZ con los diferentes marcadores analizados, los cuales se encuentran
repetidos v deletados{*).
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IX. DISCUSION

Riesgos del ICSI como Tratamiento de Reproduccion Asistida.

La infertilidad a nivel mundial tiene una frecuencia del 10 al 15%, la
decision acerca de que tratamiento de infertilidad brindar a la pareja, cuando se
cuenta con Técnicas de Reproduccién Asistida, varfa entre FIV ¢ ICSI dependiendo
de la valoracién clinica del factor de infertilidad masculino (Plachot et al., 2002).
Los pacientes seleccionados en el presente trabajo, presentaban alteraciones
seminolégicas  considerables como  Azoospermia, Oligozoospermia vy
Oligozoospermia severa, por lo que recurrieron al tratamiento de Reproduccién

Asistida ICSI.

Se sugiere que a nivel mundial han nacido alrededor de un millén de bebés gracias
a las técnicas de FIV, incluyendo ICSI; sin embargo, atin existe controversia acerca
de las alteraciones genéticas originadas al emplear este tipo de metodologias como

un tratamiento de la infertilidad (Winston y Hardy, 2002).

La constante preocupacion acerca de la transmisién vertical de anormalidades
genéticas, en pacientes que recurren a programas de Reproduccion Asistida, ha
llevado a la implementacion de innovadoras metodologias que permiten incluso
saber la calidad del DNA gendmico y mitocondrial de los espermatozoides en
pacientes con problemas de infertilidad (Angelopoulous et al., 1999). De hecho, Wei
et al., en el 2000 demostraron una relacion directa de una fertilidad disminuida
cuando el DNA mitocondrial de los espermatozoides estaba dafiado. Por otro lado,
Morris et al., (2002) mediante ensayos de electroforesis de células individuales
(Comet assay) fueron capaces de evaluar la calidad del DNA gendmico de los

espermatozoides de pacientes que recurrieron a ICSI. Mediante esta evaluacién
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pudieron predecir fallas en el desarrollo del embrién después del ICS], en los casos
donde el dano del DNA era significativo.

También es sabido que algunas anormalidades cromosdmicas estan asociadas a la
infertilidad. Sin embargo, en un estudio realizado por Bonduelle et al.,, en el 2002
utilizando métodos mas convencionales de citogenética a nivel prenatal, de 1586
individuos analizados, provenientes de ICSI, encontraron una mayor frecuencia
(1.7%) de aberraciones cromosémicas y aneuploidias de cromosomas sexuales con
respecto a la poblacion en general (0.87%). De este 1.7% el 50% de las
anormalidades fueron de origen paterno. Estos datos indican que es posible que
alguno de los pacientes infértiles analizados en la presente tesis pudiese haber
heredado alguna aberracién cromosémica responsable de su infertilidad. Sin
embargo, en un estudio citogenético de estos pacientes realizado en paralelo a la
presente tesis, se encontrd que tinicamente uno de ellos presenté un mosaicismo de
una inversién del Cromosoma 14 (datos no publicados). Actualmente se desconoce

si una inversién del cromosoma 14 pudiese estar asociada a infertilidad.

Transmisién genética de microdeleciones en el Cromosoma Y.

Estudios realizados por Khorram et al., en el 2001 indican que debido al
éxito y demanda que ha tenido en los ultimos afios el procedimiento de ICSI como
tratamiento de infertilidad, contrario a lo esperado, poco tiempo se le ha dedicado
a desarrollar pruebas que valoren a nivel genético la calidad de los
espermatozoides. Esto es importante, ya que se han encontrado aberraciones

cromosémicas asociadas a anormalidades en los espermatozoides.

Uno de los estudios mas recientes que sugieren como un factor de riesgo genético
a la azoospermia y la oligozoospermia, es el realizado por Dohle et al., en el 2002

quienes encontraron deleciones en la regién AZFc de pacientes que recurrieron a
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ICSI como tratamiento de infertilidad. Las deleciones encontradas por este grupo
de investigacién son similares a las encontradas por nosotros. El porcentaje de
microdeleciones encontradas en el presente estudio fué del 2%, coincidiendo con
diferentes equipos de investigacion (Landuyt et al.,, 2000; Krausz et al., 1999), que
han encontrado este porcentaje de microdeleciones, cuando se realiza el tamizaje
genético a pacientes que recurren a ICSI como tratamiento de infertilidad, sin
realizar estrictos criterios de exclusién. Esto es importante considerando la

transmision vertical a la descendencia.

La importancia en la deteccién de microdeleciones no tinicamente estd implicada
en la transmisién vertical de la infertilidad masculina. Estudios recientes,
realizados por Siffroi et al, en el 2001 sugieren una asociacién entre las
microdeleciones y la presencia de mosaicismos 45,X0O (Sindrome de Turner) en
células sanguineas y en espermatozoides, de pacientes con deleciones grandes en
la region AZFc del Cromosoma Y. Adn no es claro el mecanismo por el que
ocurren este tipo de mosaicismos, sin embargo se considera de alto riesgo en
pacientes portadores de microdeleciones, que recurren a técnicas de reproduccién

asistida (Winston y Hardy, 2002).

Krausz et al. en 1999 realizaron un estudio en pacientes con Azoospermia de causa
desconocida (Idiopétca) y en pacientes con oligozoospermia y normospermia, con
infertilidad no-idiopdtica, ellos encontraron un porcentaje significativamente
mayor de microdeleciones en el Cromosoma Y, en pacientes con infertilidad
masculina idiopética, lo cual concuerda con la deteccién de microdeleciones en el

presente estudio, donde el paciente presentaba infertilidad idiopatica.

Otro punto importante planteado por Krausz ef al., en el 2001 es la hipétesis de

que en los pacientes con azoospermia u oligozoospermia severa idiopéticos, que no
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presentan microdeleciones en el cromosoma Y, pudieran portar otros rearreglos o
secuencias variantes en la regién no recombinante del cromosoma Y, asociado con
disminucion de espermatogénesis. De hecho al analizar una poblacion Danesa con
azoospermia y oligozoospermia severa encontraron un haplotipo asociado con la
infertilidad. Seria interesante el determinar si este tipo de haplotipo esta asociado
con las cuentas bajas de espermatozoides en nuestra poblacidén analizada que no

presentan microdeleciones.

Por otro lado, nuestros resultados concuerdan con los resultados de Kim et al., en
1999 ya que el paciente con microdeleciones en el gen DAZ, no present6 deleciones
en la regién AZFa, ademas los estudios histologicos fueron normales, de a acuerdo
con Kansaki et al, en el 2001 quienes afirman no encontrar un fenotipo
citogeneticamente anormal en pacientes con microdeleciones en la region AZFc del

Cromosoma Y.

El paciente que present6 la delecién de diez marcadores, en la regién AZFc, al ser
tratado mediante ICSI, el embrién tuvo varias fallas en la implantacién, por lo que
se tuvo que recurrir a esperma de donante, estos resultados concuerdan con los
resultados obtenidos por Golde et al,, en el 2002 donde demostraron que hay
decremento en el rango de fertilizacion y en la calidad embrionaria, en hombres
oligozoospermicos con microdeleciones en la region AZFc del Cromosomay,

caracteristicas presentes en el paciente analizado.

Microdeleciones en genes con multicopias: DAZ y RBM

Un dato muy importante de tomar en cuenta es que los genes DAZ y RBM se
encuentran en multicopias (4 copias del gen DAZ y 15 copias del gen RBM) en el

intervalo 6 del Cromosoma Y (Moro et al, 2000), y dependiendo de la regién

v
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microdeletada se pueden perder dos o las cuatro copias del gen DAZ y copias del
gen RBM, localizadas en el intervalo 6. Es decir que el hecho de que se vea una
amplificacion del marcador DAZ o RBM no descarta la posibilidad de una
microdelecion que involucre dnicamente parte de las copias. El mejor
procedimiento para resolver esta situacion es el de realizar un Southern Blot

(Najmabadi et al., 1996; Grimaldi et al., 1998).

Se han desarrollado diferentes metodologias que permiten la deteccion de
deleciones intragénicas en solo una de las copias, de estos genes. Algunos
investigadores han utilizado ensayos con patrones de restriccién en el gen DAZ

(Lucas ef al., 2000).

Una de las técnicas mas actuales para la deteccién de secuencias repetidas, en los
cromosomas, es la modificacion de la técnica de PRINS (Primed in situ labelling).
Originalmente esta técnica se disefi6 para detectar secuencias de DNA repetidas en
las regiones del centrémero y en el telémero. Una modificacién de esta técnica
realizada por Kadandale et al.,, en el 2002 permite la deteccién de copias sencillas
de un gen, lo que permitié evaluar las translocaciones Y-X del gene SRY, asi como

confirmar deleciones individuales de marcadores en los genes DAZ y RBM.

Por dltimo Vries et al., en el 2002 pudieron distinguir entre secuencias variantes de
familia, las cuales son utilizadas para distinguir a las cuatro copias del gen DAZ
debido a polimorfismos de algin nucleétido en los genes orientados cabeza-
cabeza. Mediante PCR-RFLP, dirigido a los intrones, ellos analizaron 139 pacientes,
de los cuales 129 tenian cuatro copias del gen DAZ, 6 pacientes tenian solo dos
copias y 4 no tenfan alguna copia. De los pacientes analizados en este trabajo, sélo

en uno de ellos se detectaron deleciones en las cuatro copias del gen DAZ, sin

o
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embargo aun no esta claro si el resto de los pacientes presentaba la delecién de solo

dos de las copias del gen.

Estos resultados sugieren que la frecuencia de microdeleciones podria ser mas alta
que la que se tiene reportada por métodos convencionales como el utilizado en el
presente trabajo (PCR-STS), por lo que es necesario en casos de secuencias
repetidas realizar las metodologia antes descritas, asi como la implementacién de
nuevas metodologias que permitan la correcta deteccién de microdeleciones, a un
menor costo.

En los programas de reproduccién asistida, principalmente ICSI, es de gran
importancia la implementaciéon de técnicas de diagnostico molecular para la
deteccién de problemas genéticos. El no implementar este tipo de pruebas,
conllevaria en este caso, al aumento en las alteraciones genéticas en la poblacion

(Bahsin ef al., 1994; Liow et al., 2001; Rubio et al., 2001).

" . - -
ﬁ HCACH - Areli Herrera Diaz 69



e s . 5
*} Microdeleciones en el Cromosoma Y Conclusiones

X. CONCLUSIONES

1. Se estandarizé un procedimiento de PCR multiple para la Deteccion

Molecular de Microdeleciones en el Cromosoma Y.

2. Se analizaron 46 pacientes que recurrieron a ICSI como tratamiento de
infertilidad. Fue posible detectar que la etiologia de la infertilidad del

paciente 40 era de origen genético, siendo la causa la microdelecién de 10

marcadores geneéticos.

3. El tamafio de la delecién en la region AZFc del paciente 40 es de 3.5Mb. Esta

delecion resulté de un evento de recombinacién homologa entre los

amplicones b2 y b4.

4. Desde el punto de vista econdmico, al estandarizar las pruebas de PCR
maultiple con los marcadores STS reportados en la literatura, se logré un

ahorro significativo de hasta un 90% con respecto a la utilizaciéon de un Kit

comercial.

5. El presente trabajo aportd un beneficio social que es el consejo genético que
se brind6 en particular al paciente con infertilidad, y en general a cualquier

pareja que recurre a ICSI como tratamiento de Reproduccion Asistida.

6. Todos los paciente con indicaciones de ICSI como tratamiento de

infertilidad deberan contar con un consejo genético.
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