Estudio Molecular de la infertilidad masculina:
Microdeleciones del cromosomaY
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8< Las causas de infertilidad mas-
culina dependen de diversos factores
etioldgicos, como anatémicos, enddcrinos,
infecciosos, trastornos inmunoldgicos,
genéticos, factores ambientales, entre otros.
De todas estas causas responsables de la
infertilidad masculina, los factores genéticos
aportan el 5% de la etiologia total,
aumentando hasta el 10% en aquellos
pacientes que presentan menos de 5
millones de espermatozoides por ml. A
continuacién la Dra. Maria Pérez Jefa de
Medicina Gendmica de MANLAB nos
presenta un trabajo completo sobre el
cromosoma Y, su estructura, algunas
microdeleciones que pueden presentarse y
la relevancia de este tipo de estudios
moleculares. Ademas nos comunica acerca
de los estudios de microdeleciones que
realiza el drea de Medicina Gendmica de
laboratorios MANLAB.
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La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) define la infertilidad como “la
incapacidad de una pareja sexualmente
activa, que no emplea métodos anti-
conceptivos, de lograr el embarazo en el
plazo de unafio” (1).

Se estima que a nivel mundial el
porcentaje de infertilidad en las parejas en
edad fértil oscila entre un 10% al 15%,
donde aproximadamente un 40% de estos
casos es causado por un factor masculino, un
40% atribuido al factor femenino y un 20%
restante donde existe afecciéon de ambos
integrantes de la pareja (2,3). Dentro de esta
poblacién masculina con problemas de
fertilidad, el 40-50% presenta anormali-
dades cuali-cuantitativas en el espermo-
grama. El estudio del esperma resulta
esencial para las decisiones terapéuticas,
para ello la OMS ha difundido mediante la
publicacion del Manual de Laboratorio de la
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OMS (WHO laboratory manual for the
examination and processing of human
semen - 5th ed. 2010), lineamientos para
estandarizar el andlisis del semen humanoy
lainteraccion entre espermatozoidesy moco
cervical (1).

Las causas de infertilidad masculina
dependen de diversos factores etioldgicos,
como anatémicos (criptorquidia, hipos-
padias), enddcrinos (hipogonadismos),
infecciosos (parotiditis, enfermedades de
transmision sexual), nutricionales, trau-
maticas, disfunciones sexuales (eréctiles,
eyaculatorias), trastornos inmunoldgicos,
genéticos, lesiones neuroldgicas, factores
ambientales, toxicos e idiopaticos. De estas
diversas causas responsables de infertilidad
en el hombre, los factores genéticos aportan
el 5% de la etiologia total, aumentando hasta
el 10% en aquellos pacientes que presentan
menos de 5 millones de espermatozoides
porml (4,5).

Entre los factores genéticos mas
frecuentes, se encuentran las alteraciones
cromosOmicas y alteraciones genéticas,
donde se incluyen aneuploidias o cambios
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en el nimero de cromosomas sexuales o autosdmicos, traslocaciones,
grandes deleciones y desordenes monogénicos. Sin embargo, las
“microdeleciones del cromosoma Y” representan la causa genética
molecular mds frecuente de infertilidad masculina, luego del
Sindrome de Klinefelter (6, 7,8).

La deteccidn de estas microdeleciones en el brazo largo del
cromosoma Y ha supuesto un avance significativo en la comprension
de la infertilidad masculina. Se estima que la prevalencia a nivel
mundial es de 1/4000 hombres aproximadamente en la poblacién
general, observandose un aumento significativo en la frecuencia entre
hombres infértiles con presencia clinica de oligozoospermia o
azoospermiaque variaentreel 2% al 10% (9, 10,11).

El estudio de éstas alteraciones de origen genético resulta de
gran interés desde el punto de vista clinico, prondstico e incluso legal,
debido a la alta prevalencia sobre todo en los casos con un factor
masculino severo que requeriran técnicas de reproduccién asistida o
procedimientos de fecundacion in vitro y por las implicancias socio
culturales que tienen estas afecciones genéticas en el contexto de una
potencial transmisidn padre a hijo.

Estructura del cromosomaY

El cromosoma Y constituye uno de los cromosomas mads
pequefios del genoma humano, contiene cerca de 60 millones de
pares de bases y tiene un menor numero de genes comparado con
cualquier otrocromosoma (12,13).

Estructuralmente el cromosoma Y se compone de dos
regiones pseudoautosémicas, PAR1 y PAR2 (pseudoautosomal
regidn) en el brazo corto (Yp) y brazo largo del cromosoma Y (Yq) que
recombinan respectivamente, con sus homélogos en el cromosoma X.
El resto del cromosoma Y (¥95%) es conocido como region no re-
combinante o NRY (non-recombining region) o como regién masculina
especifica o MSY (male specific region), (Figura 1). Esta ultima region
contiene elementos repetitivos intra-cromosomales que podrian
igualmente, serhomdlogos aregiones en el cromosoma X (13,14).

Desde el punto de vista citogenético este cromosoma se divide
en una regidén eucromdtica proximal (Yqll, subdividida en Yq11.1,
11.21, 11.22 y 11.23), una regidén centromérica y una region
heterocromatica distal (Yq12), mientras que la region eucromatica en
el brazo corto del cromosomaY esllamadaYp11(13).
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Figura 1: Estructura general del Cromosoma Y.
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Inicialmente no se asociaba ningln gen especifico a este
cromosoma mds que la funcién en la determinacion del sexo, sin
embargo, estudios realizados a partir de los afios 70 comenzaron a
establecer la presencia de diferentes factores génicos que
permitieron, hasta la fecha, la identificaciéon de 78 genes cuya
combinacién producen 27 proteinas expresadas en su mayoria a nivel
testicular(15,16,17).

En el brazo largo del cromosoma Y mapean diversos genes que
estan involucrados en la espermatogénesis, desde el afio 1976 se sabe
que, las deleciones en este cromosoma, se traducen en una falla en la
espermatogénesis (15). Sin embargo fue en el afio 1995, cuando tuvo
lugar la caracterizacion definitiva de 3 regiones diferenciadas
denominadas AZF (Azoospermia Factor) a, by c, asi como una cuarta
region, reportada por ciertos estudios, denominada AZFd localizada
entre AZFby AZFc(18,19).

En el afio 1997 se describieron definitivamente unidades de
transcripcion responsables de una funcion critica en la produccién y
diferenciacién de espermatozoides, vinculando las regiones AZF al
proceso de espermatogénesis. Posteriormente, estudios mas
detallados del cromosoma Y revelaron que el brazo largo de este
cromosoma posee numerosas regiones palindromicas y que la
presencia de estos repetitivos son las responsables de las
microdeleciones en la region llamada AZF encontradas en hombres
con problemas de fertilidad (20).

Microdeleciones del cromosomaY

Las deleciones son aberraciones cromosdmicas estructurales
que consisten en la pérdida de un fragmento de un cromosoma,
cuando estas regiones son pequefias se las denomina
“microdeleciones”. Por lo general estas alteraciones, en el contexto de
infertilidad, son el resultado de un error producido durante el
desarrollo de un ovocito o célula espermatica.

Las microdeleciones del cromosoma Y consisten en pequefias
deleciones de la regidon eucromatica del brazo largo regién Yql11, en la
cual se encuentran los factores de azoospermia AZFa, b, y c.

Laregion llamada AZF o factor de azoospermia estd ubicada en
el brazo largo del cromosoma Y, tal como se describié previamente se
subdivide en 3 regiones no superpuestas: AZFa, AZFb y AZFc, cada una
con un grupo de genes identificados que se caracterizan por
expresarse en células germinales masculinas y estar involucrado en
diferentes etapas de la espermatogénesis (18).

En cada una de estas regiones mapean diferentes genes o
grupos de genes candidatos que intervienen en la fertilidad masculina.
Laregidén AZFa abarca 1 millén de pares de bases, sus genes presentan
copias homdlogas en el cromosoma Xy su expresion es ubicua. En esta
region se ha identificado el gen DFFRY (Drosophila fat facets related Y)
y DBY (dead box polipeptid Y). Esta region esta implicada en el proceso
de diferenciacion celular premeidtica y fase mitdtica de la
espermatogénesis.



La region AZFb, compuesta por 3
millones de pares de bases y donde mapean
los genes RBM (RNA binding motif), los
cuales posee copias repartidas a lo largo de
todo el cromosoma. Los genes RBM (RBM1
y RBM2) codifican una proteina (RBMp) de
expresion especifica en las células
germinales localizandose en sus nucleos con
una secuencia de aminodacidos que une
especificamente ARN, teniendo posible-
mente un rol en el splicing del ARN. La
funcién actual de la proteina RBM no es
clara, la delecién de las regiones que
contienen el gen RBM1 se acompafia con
frecuencia de alteracién en la esperma-
togénesis, sin embargo no existe una
correlacion directa con un fenotipo de
infertilidad (21,22).

Finalmente la regiéon AZFc, com-
puesta por 1,4 millones de pares de bases y
donde se encuentra la familia de genes DAZ
(deleted in azoospermia), constituidos por 6
a 10 copias. Los genes DAZ traducen una
proteina fijadora de ARN con ubicacién en el
citoplasma de las células germinales,

actuando posiblemente, en la regulacién del
transporte y almacenamiento del ARN
mensajero (18,19). Se ha observado que los
hombres con delecién de AZFc pueden
presentar cuadros desde oligozoospermias
hasta azoospermia, por lo cual se infiere que
el gen DAZ no es fundamental para la
formacion espermatica y que los diferentes
fenotipos se deban a diferentes grados de
penetracion de la mutacion.

Otra familia de genes presentes en
esta regién, son los inicialmente deno-
minados genes de la espermatogénesis en el
Y o SPGY (spermatogenesis gene on the Y)
(18), se sabe actualmente que forman parte
de la familia de genes DAZ. A diferencia de
los genes RBM que estan dispersos por el
cromosoma Y, los genes DAZ mapean todos
en la region AZF, por lo cual, la delecién de
todas sus copias es mas factible (21, 25,26).

De acuerdo a los genes que mapean
en cada regién AZF, la presencia de estas
microdeleciones se asocian a diferentes
clases de disrupcion de la espermatogénesis

o fenotipo. Numerosas investigaciones han
permitido arribar a diferentes conclusiones
sobre este tema, a saber:

No se han detectado deleciones en
varones normospérmicos, por lo cual existe
una clara relacién causa-efecto con la
insuficiencia espermatogénica (9,28).

La mayor frecuencia de deleciones
se encuentra en varones azoospérmicos
(hasta un 12%) seguidos por oligozoos-
pérmicos (hasta 7%) y es extremadamente
baja (0.7%) en varones con una concen-
tracion de espermatozoides mayor a
5.10°/ml.

Las deleciones en la region AZFa son
muy infrecuentes (5%) y se asocian, juntoala
eliminacion de las region AZFb, a la
detencidon de la espermatogénesis que
origina el fenotipo testicular grave Sindrome
de sélo células de Sertoli o SCOS (Sertoli cell-
only syndrome).

La delecién de la region AZFb
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produce una alteracion de la esper-
matogénesis o sindrome de detencidn
madurativa en la fase espermatocito-
espermatide, mientras que la delecién de
AZFc se asocia a fenotipos y clinica variables
compatible con una espermatogénesis
residual, por lo cual, puede encontrarse
también en hombres con azoospermia u
oligozoospermia (27,29, 34,35,36).

Dado que el proceso de fertilidad
puede ser compatible con la presencia de
ciertas microdeleciones, las deleciones en el
cromosoma Y se consideran causa de
oligo/azoospermia mas que causa de
infertilidad.

Estudios familiares revelan que estas
microdeleciones pueden deberse a 2
situaciones bien definidas; en primer lugar
es posible su aparicion de novo en un sujeto,
ya que el cromosoma Y es susceptible a
pérdidas espontaneas debido a una alta
frecuencia de elementos repetitivos. La
segunda posibilidad es la transmision de la
ascendencia de la microdeleciéon, bien de
forma espontanea donde la elevada edad del
padre podria ser un factor predisponente, o
bien tras un tratamiento por infertilidad. En
ambos casos, estas microdeleciones
conducen a la disfuncién de genes vitales
para la espermatogénesis debido a la
pérdida de segmentos especificos de ADN,
considerandose la causa genética mas
frecuente de infertilidad, y siendo la mas
comun aquella confinada a la regidon AZFc
que contiene el gen DAZ, la cual afecta al 6%
de los hombres con oligozoospermia severa
yal13% con azoospermia(28,30).

Estudio molecular del cromosomaY

El diagndstico molecular de las
microdeleciones del cromosoma Y es un
estudio genético de rutina que forma parte
del diagnostico diferencial en hombres con
oligozoospermia o azoospermia. Desde 1999
la Academia Europea de Andrologia (EEA) y
la red de calidad Europea de Genética
Molecular (EMQN), han promovido vy
estandarizado las técnicas de diagndstico
para microdeleciones del cromosoma Y a
través de la publicacidn de guias practicas.

El andlisis del brazo largo del cromo-
soma Y se ha tornado mas homogéneo y

fiable en diferentes laboratorios genéticos
habituales. Las indicaciones del cribado de
deleciones AZF se basan en el recuento de
espermatozoides y comprenden azoos-
permiay oligozoospermia grave (<5 millones
de espermatozoides/ml). La guia clinicade la
EAA ofrece un conjunto de normativas y
recomendaciones para el estudio correcto y
la estandarizaciéon de estos ensayos, los
cuales pueden detectar mas del 95 % de las
deleciones clinicamente relevantes (29, 31).

Los estudios para identificar las
deleciones del cromosoma Y, consisten en
técnicas de amplificaciéon del ADN de una
region o locus a través de la técnica de PCR,
especificamente, la complejidad de la regién
AZF se estudia a través de la deteccién de
marcadores genéticos llamados sitios de
secuencia de etiquetado o STS (Sequence
tagged sites). Las zonas STSs son secuencias
utilizadas para mapeo cromosdémico, estas
pueden ser amplificadas en el laboratorio
con el desarrollo de una PCR (18). En estas
guias se delinean algoritmos para el
screening de AZF y un estudio basico o inicial
utilizando 6 marcadores o STS: sY84, sY86
para la region AZFa, sY127, sY134 para AZFb
y sY254, sY255 correspondientes a la regidn
AZFc. Un posterior estudio extensivo de
microdeleciones utilizando marcadores
secundarios, se recomienda para aquellas
muestras positivas en el primer ensayo
(31,32).

Numerosos estudios han demos-
trado que estos marcadores estdn ausentes
hasta en un 30% en hombres infértiles. De
acuerdo a diferentes publicaciones, la
frecuencia de microdeleciones en la region
AZF es de: AZFc (60-80%) la mas frecuente,
seguida de las deleciones en las regiones
AZFb (1-5%), AZFb+c (1-3%) y finalmente
AZFa(0.5-4%) (31).

Si bien no existe un consenso
mundial, segin la EAA y la mayoria de los
estudios realizados hasta el momento,
sugieren que los pacientes que deberian ser
sometidos a este estudio son:

- Pacientes que presentan oligozoospermia
severa 0 azoospermia no obstructiva para
determinar la etiologia de la produccién
disminuida de espermatozoides.

- Pacientes con cierta disfuncién reproduc-

tiva que vayan a participar en programas de
reproduccidn asistida.

- Pacientes candidatos a extraccion testi-
cular de espermatozoides o TESE (testicular
sperm extraction), ya que las deleciones
completas de la region AZFa 6 AZFb ¢
AZFb+c son incompatibles con la recupe-
raciéon de espermatozoides por este método.
- Finalmente aquellos pacientes los cuales
son candidatos a inyeccidn intracitoplasma-
tica de espermatozoides o ICSI (intracy-
toplasmic sperm injection), (9, 31, 33,34).

La relevancia de estos estudios
moleculares radica en que los diferentes
parametros clinicos y/o bioquimicos tales
como: valores hormonales, volumen
testicular, procesos infecciosos, no tienen
valores predictivos respecto de las alte-
raciones seminales, en tanto que la detec-
cion de estas microdeleciones en AZF, no
solo da informacidn sobre el pronéstico del
paciente, sino que también, afecta
directamente la opcién terapéutica ya quela
integridad de esta regién es requerida para
que un hombre presente espermatogénesis
normal.

Elaumento en el nUmero de estudios
y el interés creciente en esta afeccidon ha
proporcionado en los Ultimos afios evidencia
suficiente y nuevos conocimientos que
permiten identificar no solo la causa de la
oligozoospermia o azoospermia para
establecer un diagndstico del paciente o
identificar la mejor opcidén de tratamiento
para asistir la fertilizacion de la pareja, sino
también, para evaluar la posible transmisién
de estas alteraciones genéticas a la
descendencia masculina, quienes también
seran potencialmente infértiles. Desde el
area de Medicina Gendmica de laboratorios
MANLAB, se ofrece el estudio de
microdeleciones del cromosoma Y,
siguiendo las recomendaciones de consenso
de los ultimos afos referidos a marcadores
para la deteccidon de estas microdeleciones,
para todos aquellos pacientes con
problemas de fertilidad y con el objeto de
aportar nuevas herramientas y deter-
minaciones de apoyo al diagndstico
molecularyalapractica médica.
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TagDNAPolimerasas. Cada kit incluye o
o CoralLoad PCR Buffer que contiene dos colorantes para un
facil monitoreo de su reaccibn en geles de agarosa.
e Q Solution para amplificaciéon de targets ricos en GC.
o Buffer de PCR con composicion Unica KCly (NH4)2504 que
garantiza una minima necesidad de optimizacién y maxima
especificidad.

o Taq Polimerasas modificadas que permiten el set-up de la
reaccion a temperatura ambiente.
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TagDNAPolimerasas y EnzimasHotStart tecnolab

Enzimas Hot Start. Cada kit incluye
» Enzimas HotStart de alta especificidad y rapida activacion
o Buffer de formulaciéon uUnica de QIAGEN que minimiza
amplificacion no especifica y dimeros de primers.
e Solucién Q de QIAGEN para amplificacion de targets ricos en
GC (simil betaina).

» Formato HotStart Plus de activacién en 5 minutos



