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MICRODELECIONES DE REGIONES AZF DEL
CROMOSOMA Y E INFERTILIDAD

RESUMEN

Objetivo: estudio realizado durante los anos 2009
y 2010 enlas ciudades de Barranquilla y Sincelejo,
tuvo como fin determinar las microdeleciones de
regiones AZF, del cromosoma Y, en hombres
infértiles, Materiales y Métodos: estudio
realizado con una muestra de 33 hombres,
seleccionados de las consultas especializadas;
previa confirmaciéon de infertilidad mediante
estudios de espermogramas. Se analizaron 17
STSs, de las diferentes regiones de azoospermia,
ademas del gen SRY el DS271 y Kaly. Para
el anélisis se efecttio extracciéon de ADN de
sangre periférica, mediante el protocolo de Bio-.
mol, PCR multiplex master mix de promega
y corrido electroforético en gel de agarosa al
4%, se visualizaron las imagenes a través de
foto documentador. Resultados: los hallazgos
arrojaron un 3,03% de microdeleciones del
cromosoma Y en los STSs: SY242, (DAZ) SY208
(DAZ), SY254 (DAZ), SY255 (DAZ) y SY157
(DYS240), comprometiendo toda la region
AZFc para los STSs estudiados. Conclusiones:
Se determiné microdelecién de la region AZFc,
del cromosoma Y en una proporcion de 3.03%,
con evidente ausencia de los genes de controles
internos, se presentan las bandas estudiadas
para los juegos de iniciadores méster D y E
confirmando la reproducibilidad del producto
obtenido por PCR. Paciente con presencia
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de locus SRY, antecedentes de azoospermia
secretora, varicocele izquierdo, 6rganos sexuales
normales, biopsia testicular con 80% de ausencia
de células germinales y 20% sin maduracién.
La proporciéon de casos se ubica en el intervalo
encontrada en diversos estudios a nivel mundial.
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AZF REGION MICRODELETION
OF CHROMOSOME Y AND
INFERTILITY

ABSTRACT

Objective: Study carried out between the years
2009 and 2010 in the cities of Barranquilla and
Sincelejo that has as main objective to determine
the microdeletions in the DAZ region of the Y
chromosome in infertile men. Materials and
Methods: study was developed with a sample
of 33 men, selected in specialized consultation,
previous confirmation of infertility through
spermograms studies. Seventeen STSs were
analyzed from different azoospermia regions
in addition to the SRY, the DS271 and the Kaly
gene. DNA extraction from peripheral blood
through Bio-mol protocol, PCR multiplex master
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mix of Promega and electrophoresis in agarose
gel 4% was performed for data analysis and
the images were visualized through photo-
documenter. Results: Findings showed 3.03%
microdeletions in Y chromosome in STSs: SY242
(DAZ)SY208 (DAZ),SY254 (DAZ), SY255 (DAZ)
and SY157 (DYS240), compromising the whole
AZFc region in the STSs studied. Conclusions:
was determined microdeletion of AZFc region
of Y chromosome in a proportion of 3.03%,
with evident absence in the genes of the
internal control, the bands studied for the set

INTRODUCCION

La infertilidad, definida por la organizaciéon
mundial de la salud como: “La incapacidad
de completar un embarazo después de un
tiempo razonable de relaciones sexuales, sin
medidas anticonceptivas”?, se presenta en 60
a 80 millones de parejas® y el 50% de los casos
aproximadamente esta asociada a factores
masculinos’. Esta investigacion amplia nuevos
horizontes en el conocimiento de la infertilidad
originada por microdeleciones del cromosoma
Y; teniendo en cuenta que la afeccion se presenta
en el 10% - 15% de las parejas*. Actualmente
maltiples estudios han avanzado en analisis
de las causas de infertilidad masculina*?’. Los
factores genéticos aportan el 5% (Teppa, 2004),
se manifiestan fenotipicamente con mala calidad
seminal®y en algunos casos por azoospermia
no obstructiva y oligozoospermia severa,
comprobadas a través de pruebas de semen
y biopsias testiculares. Las piedras angulares
de la investigaciéon androlégica continda
siendo la historia clinica, el examen fisico y el
espermograma, la evaluacion endocrina se realiza
en todos los hombres con parametros seminales
anormales o con alteraciones clinicas de baja
androgenizacion, sise presenta un hipogonadismo
hipergonadotrépico es conveniente realizar un
cariotipo.~Especificamente el Cromosoma Y
sufri6 degradacion de su contenido génico,
quizéa como consecuencia de mantener los genes

Biosalud, Volumen 12 No.2, julio - diciembre, 2013 péags.

of the master indicators D and E are presented,
confirming reproducibility of the product
obtained through PCR. Patients with presence of
locus SRY, secretory azoospermia, left varicocele,
normal sexual organs, testicular biopsy with
absence 80% of germ cells and 20% without
maturation. The proportion of cases located in
the range found in various studies globally.

Key words: Microdelection, Y chromosome,
azoospermia, oligozoospermia and DAZ
gene(Fuente: DeCS, BIREME).

especificos de diferenciacién masculina RBM,
contiene unos 60 millones de pares de bases y
sus genes determinan la espermatogénesis®; se
estructura por las zona eucromatinica (Yp) y la
zona heterocromatinica (Yq) que no recombina
durante la miosis y donde se ubican las regiones
de azoospermia AZF: Esta divida en cuatro
subregiones AZFa, AZFb, Proximal AZFc/ AZFd
y AZFc’ la deleciéon de una subregion puede
originar alteraciones como azoospermia no
obstructiva u oligozoosperma severa’

La primera evidencia de un gen presente en
el cromosoma Y con significado clinico, se
origind en la observacion hecha en individuos
con variantes en el cariotipo que incluyen al
cromosoma Y (46,XY, 47,XXY, 47,XYY), que
expresan fenotipo de vardén, mientras que
los individuos con variantes del cariotipo sin
cromosoma Y (46,XX; 45,X; 47,XXX) poseen
fenotipo femenino. La delecién de las region de
azoospermia (AZF a, b, c y d o proximal AZFb/
AZFc)" origina las alteraciones ? y su origen
es actualmente un tema de discusién, puede
surgir en etapas meibticas, en fases posteriores
a la formacién espermatica o después de
la fertilizaciéon. La delecion del AZFb fue
confirmada usando PCRy pruebas de sourthern
blotting!, confirmando la su presencia en tres
generaciones. Estudio de Kats M.G et, al. 2002,
Kamischke A, 1999, mostraron la transmisién
de la alteracion de padres a hijos después de
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efectuar ICSI'2, La frecuencia de delecién del
cromosoma Y, reportadas a nivel mundial es
la siguiente: Alemania 3,2% (12/370), 1,3%
(19/1470), Suecia 2% (4/192), Paises bajos y
Bélgica 2,3% (37/1627), Irlanda 3,6% (2/56) y
Eslovenia 4,4% (9/226) entre otros (31).2

Los primeros en identificar la relacion
existente entre la alteracion y la infertilidad
masculina, fueron Tiepolo y Zuffardy en 1976,
quienes investigaron a 1160 hombres infértiles
detectando deleciéon en el 0.5% de ellos. La
delecion de genes en cualquiera de las regiones
AZF puede conducir a anormalidades en la
espermatogénesis*, con subsecuente alteracion
en la calidad y/o cantidad de espermatozoides,
provocando azoospermia u oligozoospermia,'t.
Sin embargo; se identific6 una zona que al
parecer se encuentra en limites de AZFb - AZFc,
denominada AZFd o proximal AZFb/AZFc.

Actualmente se ha avanzado en el mapeo del
cromosoma Y lo que ha permitido identificar
el tamarfio y localizacién de las regiones AZFY,
identificando los genes que conforman las
regiones de azoospermia®. Otro avance logré
el mapeo completo del 99% del cromosoma y la
secuencia de la regioén especifica masculina del
cromosoma (MSY) describiendo tres regiones:
Region X-Tranposed, Region X-Degenerate y
region ampliconic ¥%; todos los genes de esta
region se expresan en tejido testicular y solo
el VCY y el RBMX poseen homoélogos en el
cromosoma X. El gen HSFY ubicado en AZFb
genera tres tipos de transcripciones diferentes,
la primera parece transcribirse en varios tejidos,
sin embargo la segunda y la tercera son testiculo
especificos 2.

Las deleciones de AZFa se asocian al sindrome
de Solo Células de Sertoli (SCO)? los genes
DBY y USPYY al parecer regulan la actividad
de las espermatogonias?, las deleciones
completas del AZFa se presentan en el 9% de
los casos, aproximadamente®. Mientras que en
el bloqueo de la maduracién detenida en fase
de paquiteno estd implicada la region AZFb y

la region AZFd, que al parecer se asocian con
oligozoospermia o esperma normal en ndmero
pero con anormalidades morfolégicas!®, se han
identificado tres familias de genes en AZFb (RBM,
PRY y TTY)*. La mayoria de microdeleciones
presentes en el AZFc afectan al gen DAZ,
convirtiéndose en el principal candidato causante
de azoospermia en pacientes infértiles; un
estudio del gen DAZ copia especifico se relaciona
con oligozoospermia severa y azoospermia
no obstructiva, en pacientes con patologias
testiculares, demostrando que DAZ /1y DAZ/2,
se asocian con la alteracion; de igual forma el
fenotipo de testiculopatias severas idiopéaticas se
da por la falta de expresion del gen DAZ a nivel
de estos 6rganos®. El nimero de genes DAZ ha
sido dificil de determinar pues sus secuencias de
nucleétidos son idénticas, cada uno contiene por
lo menos siete copias en tanden®. Los diferentes
grados de hipoespermatogénesis observados
en hombres con deleciones AZF d y c (DAZ),
puede ser atribuible al grado de compensacion
parcial de la delecion por la presencia de un gen
funcional homoélogo autosémico presente en el
cromosoma 3%.

El modelo mas aproximado para la identificacion
de las deleciones en diversas regiones (AZF a, b
y ¢), fue publicado en un estudio que encuentra
3 de 11 hombres con STSs, sY105, sY149, pero
econ ausencia delos STSsY117, sY127 y sY143%.
La delecion de la regiéon AZFa se asocia con
Sindrome de solo células de sertoli, azoospermia
no obstructiva e hipoespermatogénesis severa; las
deleciones de la region AZFb con azoospermia no
obstructiva, bloqueo espermatogénico meiotico
e hipoespermatogénesis; de la region AZFc
con azoospermia no obstructiva, oligospermia
severa, hipoespermatogénesis, sindrome de solo
células de sertoli y en menor proporcién, bloqueo
espermatogoénico meiético; las deleciones de
AZF a+b, AZF b+c, AZF a+b+c se asocian con
azoospermia no obstructiva y sindrome de solo
células de sertoli (SCO)=.

Los genes de AZFb estan implicados en la
regulacion meiética, los de AZFa en el proceso de
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diferenciacion celular premeidtica y fase mitética
de la espermatogénesis; mientras que hombres
con microdeleciones AZFb-c 6 AZFa+b+c,
presentan dafio espermatogonico severo, yendo
desde SCO hasta bloqueo espermatogonico
completo®. En las deleciones AZFc B2/ B4 existe
la posibilidad de contener espermatozoides
en el liquido seminal, lo que mejora el
pronodstico reproductivo de estos pacientes.
La azoospermia ha sido comprobada en estudios
en hombres previamente diagnosticados con
microdelecion AZF, a, b y b-c, sin embargo las
deleciones AZFc, que pueden mostrar presencia
de espermatozoides®.

Un estudio efectuado en 46 pacientes
con infertilidad masculina idiopatica, 30
azoospérmicos y 16 oligozoospérmicos analizan
18 STSs, localizados en Yq (AZFa, b, c y d),
cariotipo analizado con la técnica de bandeo
G, comprobando microdeleciones en 3 casos en
las regiones AZF a, by c respectivamente®. Uno
de los investigadores que mas ha profundizado
en estudios de microdeleciones es Carlo
Foresta de la Universidad de Padova Italia,
quien caracterizé clinica y molecular las
deleciones del cromosoma Y en 3.073 hombres
infértiles durante (1996 - 2005), identificando
99 casos con microdeleciones, contribuyeron al
resultado 3,2% hombres no seleccionados, 8.3%
con azoospermia no obstructiva y 5,5% con
oligozoospermia severa (menos de 5 millones
de espermatozoides por ml), 3

Otras patologias testiculares se han estudiado,
sin que se hayan identificado asociacion con
microdelecion del cromosoma Y. Sin embargo,
la criptorquidia parece estar relacionadas con
deleciones AZF*. Los ensayos de PCR han sido
utilizados para descartar microdeleciones, se
estandarizé la prueba para la amplificacion
de 16 marcadores en hombres fértiles; se han
propuestos nuevos métodos paralaidentificacion
molecular de deleciones del cromosoma Y con
técnicas de bajo costo y adecuada efectividad
#, Las técnicas de hibridaciéon de PCR, para
analizar los AZF a y b fueron utilizadas en
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76 pacientes que presentaron delecion del Yq
usando 18 STS y dos pruebas de DNA®.

Los pacientes con azoospermia pueden
recurrir a técnicas de reproduccién asistida
a través de donantes, mientras, que en
casos con oligozoospermia severa pueden
recuperarse espermatozoides para técnicas de
reproduccion asistida, inseminacién artificial
e ICSI.*Zofreciendo una nueva oportunidad
de reproduccién a través del uso de la crio
conservacion de esperma®

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo de corte transversal que
buscé determinar la prevalencia y tipos de
microdeleciones del cromosoma Y en hombres
infértiles en una muestra de 33 hombres con
diagnostico previo de infertilidad, muestra
seleccionada no probabilisticamente y atendidos
en los Centros de atencién de fertilidad y
consultorios urolégicos de las ciudades de
Barranquilla y Sincelejo, previo consentimiento
informado respetando los criterios éticos
establecidos en la resoluciéon 008430 de 1993 y
que cumplieran con criterios de seleccién como:
Azoospermia no obstructiva y oligozoospermia
(menos de 12 mill/ml), que no presentaran
patologias comprobadas como causa primaria
de infertilidad. Los métodos utilizados fueron
realizados en dos oportunidades buscando
con ello corroborar fidelidad en los hallazgos:
Extraccion de muestra de sangre periférica: 5
ml colectados en tubo con EDTA Extraccién de
DNA, mediante protocolo de aislamiento de
ADN en sangre del laboratorio Mo-Bio, realizado
en cabina de flujo laminar para preservar la
integridad y limpieza del producto. A 330
ul de sangre, se le agregd 900 pl de soluciéon
de cloruro de amonio, se incubé durante 5
minutos a temperatura ambiente, se centrifugo
por 15 segundos a 13.000 revoluciones por
minuto, luego de descartar el sobrenadante,
se resuspendi6 en vortex durante 5 segundos,
al pellet obtenido se le agregaron 300 pl de
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detergente, para luego adicionar 1.5 pl de RNase,
se agreg6100 pl de acetato de amonio, una vez
precipitadas las proteinas, se mezclé durante
15 seg, se centrifugé durante 3 minutos a 13000
rpm, luego de transferir el sobrenadante a otro
tubo (conteniendo el ADN), se agregé 300pl
de isopropanol, homogenizada la solucién, se
centrifug6 para luego descartar el sobrenadante
y obtener las moléculas de ADN, las que se
sometieron a lavado con 300 ul de etanol, se
centrifugé durante 30 segundos a 13.000 rpm, se
descart6 el sobrenadante, por altimo se adicion6
la solucioén tris para separar las moléculas de
ADN, producto final que fue incubado a 65°C,
durante 40 minutos. Cuantificacién de ADN:
se utilizé espectrofotémetro modelo Biomate
3, marca thermoelectron como cuantificador de
ADN, se procedi6 a obtener la cantidad necesaria
para llevar a cabo los procedimientos de PCR,
cuantificacion realizada en dos oportunidades
respondiendo al procedimiento de nueva
extraccion de ADN. PCR MULTIPLEX:
partiendo del protocolo Promega (casa comercial
Promega Corporation), que recomienda una
cantidad de 10ng/ul de ADN diluido en agua,
hasta lograr una dilucion de 5 pl por reaccioén,
o sea, un total de 25 pl, de tal forma que pueda
luego, dividirse para las cinco reacciones, la
cantidad de dilucién de ADN, se pasé a la
preparacion de las diluciones de reactivos o
juegos de iniciadores para las PCR multiplex
(A, B,C, D, yE, con20 ul de master y 0,2 ul de
Taq polimerasa por muestra) o sea, siete tubos
en total incluyendo control positivo y control
negativo; se agreg6 la cantidad resultante a
cada tubo que contenia la dilucién de ADN,
luego se procedi6 a procesar en el termociclador,
Icycler, marca Bio-Rad, previa configuracion del
programa para microdeleciones del cromosoma
Y; por dltimo, se procedié a procesar las
muestras en el equipo, para obtener los STSs
(sequence target sites) determinadas por el
kit asi: AZFa: SY8 = DYS273,5Y85= DYS148,
SY18= KALY; AZFb: SY121= DYS212, SYPR3=
SMCY, SY124=DY215,5Y127=DYS218,5Y128=
DYS219, SY130= DYS221, SY133 = DYS223,
SY134= DYS224; PROXIMAL AZFc/AZFd:

SY14=DYF51s1, SY152=DYS236; AZFC: SY242=
DAZ,S5Y208 =DAZ,SY254 (DAZ),SY255=DAZ,
SY157=DYS240. El protocolo del termociclador,
fue el siguiente: 94°C por 2 minutos, 94°C por
un minuto, 57°C por 30 segundos; 72° C por 5
minutos a 35 ciclos, luego 72°C por 5 minutos
y 4°C finales, para un total de tiempo de 2,6
horas de amplificacién de productos de ADN,
que incluye proceso de desnaturalizacion y
extension final. Corrido electroforético en gel
de agarosa: para el corrido electroforético en
gel de agarosa se us6 gel al 4%, probados los
resultados iniciales, se procedié a reducir la
concentracion al 3,5%; se le adicion6 bromuro de
ethidio, sustancia que debido a sus propiedades
fluorescentes, cuando se expone a la luz
ultravioleta permite la visualizacién de los
productos de PCR al intercalarse con las cadenas
de ADN; luego se polimeriz6 en soporte sellado
durante 30 minutos, se trasladé a la cAmara de
corrido electroforético, donde se hizo la siembra
de 10ml de muestra de ADN, adicionando a cada
una 51 de tampén de carga como colorante, que
hace que la muestra sea facil de visualizar, se
conectaron los electrodos a la fuente de poder
y se efectto el corrido a 80 voltios durante
1, 5 horas. Visualizacién de bandas génicas:
mediante bio documentador, modelo Biodoc-it,
marca Bio Rad, se consideré la muestra positiva
cuando el producto amplificado, de acuerdo
al peso molecular, estuvo presente y negativa
cuando el producto esperado estuvo ausente.

RESULTADOS

REGIONES CROMOSOMA Y

I

Azfa AZFb P AZFc

Fuente: Disefiadas para el estudio, 2010

Figura 1: Ubicacion de las Regiones Azf del
Cromosoma Y
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Haciendo uso de los métodos descritos, se llego
alos resultados de los diferentes STSs estudiados
para microdeleciones del cromosoma Y, para
mayor claridad presentamos la estructura del
cromosoma en estudio. Los genes analizados,
mediante PCR multiplex, contenidos en cada
STSs, por cada Multiplex master mix A (DAZ,
DYS240, DYS271, DYS221, KAL-Y, y control
interno SMCX); Multiplex méaster mix B (SMCY,
DYS218, DAZ2 Y DAZ3, y control interno

A E [

SMCX); Multiplex master mix C (DYS219,
DYS212, DYF51S1, DAZ4 Y control interno
SMCX); Multiplex master mix D (DYS223,
DYS236,DYS215, y control interno SMCX) y
Multiplex master mix E (SRY, DYS224, DYS148,
DYS273 y control interno ZFX/ZFY) . De
acuerdo a conteo espermatico, el 54,54% de los
casos estudiados presentaron azoospermia y el
45,45% oligozoospermia (menos de 12 millones
de espermatozoides por ml).

[u] E

M1 2 M3 4 M5 &

M 7 &8 M 9 10

e T

Fuente: Protocolo Promega, sistema de deteccién deleciones cromosoma Y, version 2, 2008

Figura N° 2: Productos de Amplificacion PCR Multiplex A, B, C,D, Y E
Microdeleciéon Del Cromosoma Y

El producto de PCR Multiplex de los diferentes
juegos de iniciadores, A, B, C, D y E, del
kit, utilizados para el procesamiento de las
muestras de ADN muestran (M) marcador de
peso molecular desde 500 a 50 pares de bases;
(1) control positivo y (2) control negativo. Los
hallazgos del presente estudio revelaron que

el 94.97% de los casos analizados fue normal
para estudio de microdeleciones del cromosoma
Y, en las diferentes regiones AZF a, b, c y
proximal AZFc/AZFd, solo el 3,03% resulté con
microdelecién de los genes de la familia DAZ y
DYS240, significando una delecion para todos
los genes estudiados en la regiéon AZFc.

Fuente: Fotografias productos del estudio

Figura N° 3: Producto Amplificacion PCR Multiplex de los Casos de Infertilidad 29 -30-32 Y 33
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Enloscasos1al 30,32y 33, seobservo presencia E, ubicdndose en la categoria de negativo para

de todas las bandas génicas de acuerdo a los
STSs estudiados, tanto para master A, B, C, Dy

MASTER A

MPM

MPM

MASTER D

B

DYsS223
DYS236

DYsS215

8

MASTER B

microdeleciéon del cromosoma Y.

MASTER C

MPM

DYS219
DYs212

DYF5151
DAZ

MASTAR E

SRY
DY S224
DYS148

Fuente: Fotografias productos del estudio

Figura N° 4: Producto de Amplificacién PCR Multiplex para el Caso de Infertilidad 31, 2010

Es evidente la ausencia de los genes de la familia
DAZ, los STSs ausentes fueron SY254, SY157,
SY242, SY208, SY255 y SY152, sefialados en los
circulos amarillos, mostrando delecién completa
de AZFc, todos ellos a partir del master A, By
C. Con presencia de locus SRY y positividad en
los controles internos, confirmando de esa forma
la reproducibilidad del producto obtenido por
PCR. Se presentan todas las bandas estudiadas
para los juegos de iniciadores méster D y E. El
caso reportado es un paciente de 100 kgs de

peso, 178 cms de estatura, con antecedentes de
azoospermia secretora, varicocele izquierdo
sometido a procedimiento quirtrgico en el 2004,
al examen fisico se encuentra 6rganos sexuales
normales, tamafio de pene normal, testiculos
de buen tamafio, consistencia, ubicacion
escrotal y epididimo normal, presencia de vasos
deferentes, ausencia de hidrocele, a la biopsia
testicular tibulos seminiferos con ausencia 80%
de células germinales y 20% sin maduracion.
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Fuente: Fotografias e imédgenes disefiadas para el estudio

Figura N° 5: Regiones de Azoospermia Azf del Cromosoma Y; Azfc Delecionado
y su comparacién con el Producto de PCR Multiplex Master Mix

La figura 5 ilustra los espacios correspondientes
a cada region AZF, la deleciéon completa de los
genes de la region AZFc, concordante con los
locus, por juego de iniciadores A: DAZ (380
pb) y DYS240 (290 pb), juego de iniciadores B:
DAZ (233pb), DAZ (149pb), juego de iniciadores
C: DAZ (124 pb) y D DYS236 (125 pb) y su
comparacion con el producto de PCR multiplex.
La posicién de las microdeleciones en el mapa
del cromosoma Y corresponde secuencialmente
a los sitios 16,17, 18, 19 y 20, lo que confirma la
delecion de todos los genes de la region AFZc
estudiados.

16

Fuente: Producto de Foto documentador

Figura N° 6: Producto de PCR multiplex
comparativo, entre cuatro casos con presencia
de bandas completas y un caso positivo de
microdelecién del cromosoma Y
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Para mayor ilustracion se presenta el multiplex
master Mix A By C, se observa de derecha
a izquierda Columna 1: (Marcador de peso
molecular) Columna 2: (Control positivo)
Columna 3: (control negativo), Columna
4: (caso N° 29), Columna 5: (Caso N° 30),
columna 6: (Caso N° 31), columna 7: (caso N°
32) y columna 8 (caso N° 33). Se evidencia en
cada uno de los master que en el caso N° 31
estan ausentes: en A (las dos primeras bandas
génicas, correspondientes a DAZ'y DYS240,
de los STS DYS254 y DYS157 respectivamente),
en master B (la tercera y cuarta bandas génicas,
correspondiente a DAZ2 y DAZ3 de los STSs
SY242 y SY208 respectivamente) y el méster
C (la cuarta banda génica correspondiente
DYS232 del STS DY152) concluyendo claramente
microdelecion, de cinco (5) bandas génicas en
el caso 31. Es importante anotar que el caso
reportado consulté por infertilidad, presentando
azoospermia no obstructiva y la ausencia de cinco
STSs sugiere que a mayor pérdida de genes DAZ
mayor compromiso de la espermatogénesis,
arriesgando el futuro reproductivo del paciente.
Ademas, el paciente presenta varicocele de
testiculo izquierdo, 6rganos sexuales normales
en tamafo, consistencia, ubicacién, y vasos
deferentes. A la biopsia testicular tabulos
seminiferos con ausencia de células germinales
en un 80% y células germinales sin maduracién
en un 20%.

DISCUSION

A través de estudios de mapeos del gen SRY
del cromosoma Y se descubri6 la presencia de
varios genes distribuidos en las denominadas
regiones de azoospermia. Las deleciones
del AZFc, que contiene el gen DAZ es maés
frecuente observarla en fenotipos relacionados
con hipoespermatogénesis que en Sindrome de
Solo Células de Sertoli (SCO). Esto sugiere que
su delecién no es suficiente para ocasionar la
pérdida completa de la espermatogénesis. La
pérdida de la region AZFDb esta relacionada con
cambios en el fenotipo testicular, aparentemente,

con menor compromiso de la espermatogénesis
y la ausencia del gen DFFRY del AZFa se
asocia con un compromiso mayor del fenotipo
testicular®

La frecuencia de microdeleciéon encontrada en el
presente estudio fue de 3.03% correspondiente
a un caso del total de poblacién analizada.
Ferndndez Salgado en el 2006, presento la
estadistica de otros resultados a nivel mundial,
reportando una frecuencia de deleciones en:
Alemania 3,2% (12/370), 1,3% (19/1470),
Suecia 2% (4/192), Paises bajos y Bélgica 2,3%
(37/1627), Irlanda 3,6 % (2/56) y Eslovenia 4,4%
(9/226) entre otros (31)“Tiepolo y Zuffardy en
1976, al investigar a 1160 hombres infértiles, a
los que se realiz6 cariotipo, logré detectar la
deleciéon de los diferentes AZF, en el 0.5%, de
los casos. Las deleciones completas del AZFa
fueron presentadas por Kamp C, Hullen K,
Fernandez S en el 2001, con una prevalencia del
9% aproximadamente®

Mientras que en 180 pacientes infértiles,
afectados con sindrome de solo células de sertoli
(SCO) la prevalencia de deleciones fue del
34,5% y 24,7 % respectivamente. Las deleciones
en AZFc comprometieron al gen DAZ en 17
pacientes de 40 (42,5%). 61,9% de 21 pacientes
con hipoespermatogénesis y 21% de 19 con
sindrome de solo células de sertoli(SCO),las
deleciones que involucré al gen RBM fue de 5%
y la delecion del Gen DFFRY se present6 en el
12,5% de los 40 pacientes®.

Carlo Foresta en el 2007 identific6 99 casos
de infertilidad, de un total de 3073 hombres
diagnosticados previamente con infertilidad,
3,2% sin criterios especificos de inclusion, el
8,3% con azoospermia no obstructiva y el 5,5%
con oligozoospermia severa®. Aun moviéndose
en los valores estadisticos reportados, las
diferencias entre nimeros de casos, puede estar
relacionada con factores de diversas indole,
tales como tamafo muestral, fendmenos de
variabilidad genética, factores ambientales,
ocupacionales y biolégicos del entorno. Los

17



18

Gisela Gonzalez Ruiz, Carlos Silvera Arredondo, Jesus Fernando Vasquez Rengifo

estudios de investigaciéon que aplicaron
criterios precisos de inclusion de pacientes
(azoospermicos, oligozoospermicos), muestran
mayor prevalencia de alteraciones relacionadas
con microdelecion del cromosoma Y.

La deleciéon de la region AZFc, del caso positivo
para microdelecion en el presente estudio,
corresponde a los STSs, SY254, SY157, SY242,
SY208, SY255 y SY152, para una delecion
completa del AZFc resultado compatible con
otros estudios, donde se encontré6 compromiso
de genes de la “familia DAZ”, como es el caso
de Tessari A, 2004 quien encuentra deleciones
de los genes RBM y DFFRY, y genes de la
familia DAZ;2. Al analizar 39 pacientes con
sindrome de solo células de sertoli (SCO), de
igual forma el fenotipo de testiculopatias severas
idiopaticas, fue relacionado con ausencia de
expresion del gen DAZ%, mientras que Saut
Noemie en el 2000, concluy6é que ademaés
del gen DAZ, en las deleciones del AFZc
participan los genes BPY2 y el CDY1. Otro
estudio llevado a cabo en poblaciones de
origen étnico chino, se identificaron 6 casos de
deleciones del cromosoma Y, especificamente
en AZFc, incluyendo al gen DAZ. Presencia de
microdelecién del gen DAZ en pacientes con
oligozoospermia o azoospermia no obstructiva'”.
La ausencia de STS sY117, sY127 y sY143, en7
pacientes evidencié resultados que indicaron
deleciones enlas regiones AZFby C, con ausencia
de sY117, sY127, sY143, el altimo hombre
tenia los STS de los siete anteriores menos el
sY117# La delecién del gen DAZ del AZFc, fue
encontrada con mayor frecuencia en pacientes
con hipoespermatogénesis que en pacientes
con SCO, lo que sugiere que la delecién en este
gen no es suficiente para causar una completa
pérdida de la espermatogénesis?2- Es mayor
la frecuencia de microdeleciones en pacientes
azoospérmicos que en oligozoospermicos
severos, comprometiendo la region AZFc en el
loci de la familia del DAZ3

Un estudio sobre evolucién del cromosoma Y,
estableci6 que en los haplogrupos se presentan
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diferentes haplotipos para el gen DAZ¥,
cuyos genes son afectados posiblemente por
poseer un ntmero variable de copias®. Se cree
que el gen DAZ tuvo su origen en el DAZL,
conocido inicialmente como DAZLA logrando
su transformacion evolutiva desde los primates
antepasados hace mas de 20.000 mil afios como
producto de un fenémeno de cuello de botella
provocado en los glaciares.?-El gen DAZ
pertenece a una familia de genes presentes
en copias casi idénticas, sin que se tenga un
claro conocimiento del nimero de copias que
posee®.Un estudio propuesto por René Reijo,
2000 analiz6 la presencia de la proteina del gen
DAZ y GAZL en dos especies de mamiferos
encontrando 9 repeticiones en tandem para
el gen DAZ, sin que se haya proporcionado
evidencia de que el nimero de copias sea
exacto para hombres diferentes®, aunque se ha
descrito que la relacion entre fenotipo testicular
y la presencia de microdeleciones de AZFc en
infertilidad, pueda deberse a un mayor niimero
de genes en esta regiéon*la identificacion de
los haplotipos de este gen resulta de gran
interés para el avance de las investigaciones en
microdelecion del cromosoma Y, como factor
causal de infertilidad.®*Otros estudios como
los desarrollados por Kamischke Gromoll
en el 1999, Ferlin A en el 1999, Ferras C en el
2004, identificaron deleciones de genes de la
familia DAZ, los resultados de dichos estudios
han hecho un gran aportes al estudio de la
infertilidad masculina.

El paciente aportado en este estudio
con microdelecién de la region AFZc, es
Azoospérmico; alteracién observada en hombres
con presencia de deleciones en el brazo largo
del cromosoma Y%, obedeciendo a las diferentes
factores de azoospermia, o regiones AZF a,
b y c y la region proximal AZFc/AZFd y, no
solo en casos del AZFc. Las microdeleciones
en pacientes con azoospermia se presenta en
una proporciéon de 5% al 10% de los casos,
proporcién mayor que en oligozoospermia (2%
- 5%).2Moro E. identific6 una microdelecién
en un paciente con oligozoospermia severa y
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hipoespermatogénesis, resultados confrontados
con los obtenidos en un hermano fértil, en quien
se observo el grupo de genes, lo que permitié
diagnosticar la presencia de la microdelecién de
gen DAZ de novo*, microdelecion que puede
presentarse en hombres con espermatogénesis
normal*?. Otros estudios han demostrado la
microdelecion de genes del AZFb, heredada de
padres a hijos.

La microdelecién puede presentarse en
pacientes con patologias concomitantes, como
criptorquidia y varicocele, sin que se haya
determinado asociacién. Se sugiere por tanto,
que los casos de azoospermia que presenten
patologias adyacentes, puedan considerarse
candidatos para estudios de microdeleciones®
y que la presencia de varicocele, probablemente
esté asociado a la microdelecién. En pacientes
con microdeleciones AZFc se ha recuperado
espermatozoides por diferentes métodos, 75%
por TESE y 45% por biopsia, mientras que las
microdelecionados en AZFa, AZFb y AZFb +
C, no permitieron recuperarespermatozoides.®.
El caso aqui estudiado mostr6 en la biopsia
testicular tabulos seminiferos con ausencia
de células germinales en un 80% y células
germinales sin maduracién en un 20%.

CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

Las conclusiones enunciadas, nos permite
identificar factores que pueden ser tenidos
en cuenta para el manejo diagnéstico de la
infertilidad masculina, en la poblacién Caribe
Colombiana: Se confirmé una prevalencia de
3.03% en una muestra poblacional de 33 hombres
con diagnostico previo de infertilidad, el 54,5%
azoospérmico y el 45,5 oligozoospermico. Las
microdeleciones se presentan con una frecuencia
variada entre poblaciones, a pesar de encontrarse
en los intervalos estadisticos mostrados en otros
estudios; la variabilidad puede estar relacionada
con diversos factores, como diferenciacién en
grupos poblacionales, caracteristicas genéticas,

factores ambientales, laborales y bioldgicos; o
por factores propios del desarrollo del estudio,
como criterios de inclusién, tamafio de la
muestra, entre otros.

Los genes con microdelecion pertenecen a la
“FamiliaDAZ”, ubicados enlaregion AZFc, todos
los STSs de esta region incluidos en el estudio,
estuvieron ausentes, confirmando que los genes
delafamilia “DAZ”, son los mas comprometidos
en la poblacion estudiada. La prueba escogida
para determinar la microdelecién del cromosoma
Y (Kit de PCR multiplex), mostré efectividad y
reproducibilidad en los hallazgos, confirmado
mediante la presencia de los controles internos
en cada uno de los juegos de iniciadores.

Fenotipicamente, la azoospermia no obstructiva
estd relacionada con la deleciéon de genes de
la familia DAZ. Sin embargo, su presencia
también ha sido determinada en pacientes sin
microdeleciones del cromosoma Y, corroborando
que esta presente por causas diversas. Es
necesario continuar identificando nuevos casos,
en hombres con diagnostico previo de infertilidad
a través de espermograma, (oligozoospermicos y
azoospermicos), de esa manera, se evita dilatar
los tiempos en el diagndstico y pronésticos de
la alteracién, llegando a toma de decisiones
concretas para cada caso especifico. Continuar
con investigaciones en esta misma linea nos
permite aclarar y establecer diagnodsticos
precisos por microdelecién del cromosoma Y.
Hacer el seguimiento y buasqueda, en las lineas
paternas y horizontales de casos reportados,
para determinar origen de Novo o heredado y
de acuerdo a los resultados, establecer relacién
con los factores ambientales, laborales y/o
biol6gicos, como primera aproximacion en el
origen de las alteraciones. Orientar el consejo
genético de la pareja que le permita analizar
las diversas técnicas de reproduccion artificial
hacia su futuro reproductivo. La fertilizacion
in vitro y la transferencia de embriones, asi
como la inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides, son técnicas de reproduccion
asistida recomendadas en casos de infertilidad
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masculina por alteraciones severas en la
cuenta espermatica,*? opciones que pueden ser
analizadas para el caso en mencién.

Identificados por el estado del arte y por los
hallazgos del presente estudio, el grado de
compromiso de genes de la familia DAZ, en
la infertilidad masculina, lleva a proponer el
disefio de métodos sencillos y bajo costo, tipo
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tamizaje, que pueda brindarnos informacion
de los casos posibles, para luego ser analizados
a través de técnicas més costosas, de tal forma
que aumente la cobertura probables de casos y
de esa forma llegar a todo tipo de poblacion. Lo
que contribuiria a la determinacién de la causa
basica de infertilidad testicular, proyectando un
mejor panorama en su diagnostico.
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