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RESUMEN

Introduccion: La microdelecion del brazo largo del cromosoma Y, constituye
una de las causas genéticas mas frecuentes de infertilidad masculina. Se estima
una alta incidencia en azoospérmicos con relacion a oligozoospérmicos y una
frecuencia de ocurrencia que varia entre el 2 % y el 10 %. El 95 % de las
deleciones clinicamente relevantes y reportadas en la literatura ocurren en una
region conocida como factor de azoospermia y el 80 % de las deleciones
corresponden a la region AZFc.

Objetivo: Determinar la frecuencia de distribucion de las microdeleciones del
brazo largo del cromosoma Y.

Método: Se estudiaron 71 hombres con azoospermia u oligozoospermia severa
que consultaron diferentes centros de atencion a las parejas infértiles,
especificamente de La Habana y Mayabeque. Se realizé el analisis molecular de
microdeleciones de la region AZF a través de la técnica STS-PCR-Multiplex,
utilizando ADN gendmico extraido de leucocitos de sangre periférica. A cada
paciente se le analizaron los sitios de secuencias conocidos para las regiones
AZFa, AZFb y AZFc.

Resultados: Del total de pacientes estudiados 52 (73,2 %) presentaron
azoospermiay 19 (26,8 %) oligozoospermia severa. Se diagnosticé microdelecion
en la region AZFc en 2 de los pacientes con azoospermia (2,8 %).
Conclusiones: La frecuencia de las microdeleciones del cromosoma Y en los
pacientes estudiados es similar a la de otras poblaciones con diferentes origenes
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geograficos y étnicos. Con este trabajo se enfatiza la importancia de tener
presente el diagnostico de las microdeleciones en la regién AZF como causa de
infertilidad masculina, sobre todo en aquellos pacientes candidatos a terapias
de reproduccion asistida.

Palabras clave: infertilidad; infertilidad masculina; cromosoma Y;
azoospermia; técnicas reproductivas asistidas; espermatogénesis.

ABSTRACT

Introduction: Microdeletion of the long arm of the Y chromosome is one of the
most common genetic causes of male infertility. A high incidence has been
estimated among azoospermics as compared to oligozoospermics, as well as a
frequency of occurrence that ranges between 2% and 10%. As many as 95% of
the clinically relevant deletions reported in the literature occur in a region
known as azoospermia factor, and 80% of the deletions correspond to the AZFc
region.

Objective: Determine the distribution frequency of microdeletions of the long
arm of the Y chromosome.

Method: A study was conducted of 71 men with severe oligozoospermia or
azoospermia attending various fertility services, particularly in Havana and
Mayabeque. Molecular analysis of microdeletions in the AZF region were
performed with the STS-PCR-Multiplex technique, using genomic DNA extracted
from peripheral blood leukocytes. Analysis was carried out of each patient's
known sequence sites for the regions AZFa, AZFb and AZFc.

Results: Of the total patients studied, 52 (73.2%) had azoospermia and 19
(26.8%) had severe oligozoospermia. Microdeletion in the AZFc region was
diagnosed in two of the patients with azoospermia (2.8%).

Conclusions: The frequency of Y chromosome microdeletions in the patients
studied is similar to that of other populations of different geographic and ethnic
origins. The study highlights the importance of bearing in mind the diagnosis of
microdeletions in the AZF region as a cause of male infertility, mainly in assisted
reproduction candidates.

Keywords: infertility; male infertility; Y chromosome; azoospermia; assisted
reproductive techniques; spermatogenesis.
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Introduccién
Las microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y, constituyen una de las
causas genéticas mas frecuentes de fallo severo de la espermatogénesis en los
hombres infértiles. A nivel mundial se estima una alta incidencia en
azoospérmicos con relacion a oligozoospérmicos y una frecuencia de
ocurrencia que varia entre el 2 % y el 10 % entre las distintas poblaciones
estudiadas. (2

EL 95 % de las deleciones clinicamente relevantes y reportadas en la literatura
ocurren en una region especifica del brazo largo del cromosoma Y (Yq11),
conocido como factor de azoospermia (AZF), que incluye las subregiones AZFa,
AZFb y AZFc, donde se localiza un grupo de genes que caracterizan cada una
de estas subregiones AZF y que son de gran valor para la espermatogénesis y
desarrollo de las gonadas masculina.®3 La delecion de la region AZF, se
origina por recombinacion homologa no alélica, entre sitios con secuencias
repetitivas muy similares, que llevan a la pérdida de material genético*") ya
sea parcial o completa, y afectar una o mas regiones simultaneamente. ©®

Basado en un extenso estudio de mapeo de la delecion en hombres infértiles,
se han reportado cinco patrones de microdelecion, sin embargo, en la practica
clinica se agrupan y se clasifican como microdelecion AZFa, AZFb y AZFc.(®

La microdelecidon AZFc es la mas frecuente reportada en la literatura, seguida
por la delecion AZFb y AZFa.("

Esta condicidon genética, puede ser detectada por técnicas citogenéticas, sin
embargo, con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, hoy en dia
pueden ser identificadas por reaccion en cadena de la polimerasa multiple
(PCR-Multiplex) en un menor tiempo.

Se realizo el presente estudio con el objetivo de determinar la frecuencia de
distribucion de las microdeleciones de la region AZF del cromosoma Y en
pacientes cubanos con azoospermia no obstructiva y oligozoospermia severa
de causa desconocida.
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Métodos

Se realizo6 un estudio transversal descriptivo que incluyé 71 pacientes referidos
de las consultas de infertilidad del Instituto Nacional de Endocrinologia (INEN),
del Hospital Ramoén Gonzalez Coro y del Centro Provincial de Genética Médica
de Mayabeque, durante el periodo comprendido entre noviembre de 2016 y
junio de 2019. Los pacientes incluidos en el estudio cumplieron con los
siguientes criterios de inclusion: infertilidad primaria idiopatica, azoospermia
no obstructiva (ausencia de espermatozoides en el eyaculado) u
oligozoospermia severa (conteo espermatico < 5x10%/mL eyaculado).
Aspectos éticos

La proteccién de la informacion de los pacientes estudiados, se realizo
cumpliendo con las normas de seguridad de la informacidn que se establecen
en la Resolucion 219/2007, del Ministerio de Salud Publica, publicada en la
Gaceta Oficial de la Republica de Cuba. En la resolucion antes mencionada se
encuentran anexadas las normas éticas para la seguridad de la informacion
genética de los ciudadanos cubanos que participan en investigaciones o se les
realizan diagnosticos asistenciales en las que se accede a datos relativos al
individuo y a sus familiares, asi como a material bioldégico, estos datos solo
seran manipulados por los investigadores involucrados en el estudio. La
identidad de los resultados estara sujeta a estrictas normas de
confidencialidad y, por tanto, solo podran ser manejados por los profesionales
que participaron en el estudio y no seran publicados datos que puedan
conducir a la identificacidon de los casos. Ademas, se contd con la aprobacion
del Comité de Etica y el Consejo Cientifico del Centro Nacional de Genética
Médica.

Analisis molecular
La extraccion del ADN gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica se
realizdé por el método convencional de precipitacion salina establecido por
Miller en 1988.®) Se realizaron dos reacciones de PCR utilizando la técnica de
STS-PCR Multiplex segin lo recomendado por la Academia Europea de
Andrologia (EAA) y la Red Europea de Calidad en Genética Molecular (EMQN), ™
técnica previamente estandarizada en el laboratorio de Biologia Molecular del
Centro Nacional de Genética Médica (CNGM).? Los cebadores STS (sitios de
secuencias conocidos) seleccionados incluyeron: sY84, sY86 para la region
AZFa, sY127, sY134 para la region AZFb y sY254, sY255 para la region AZFc.
Ademas, se utilizaron como controles internos los cebadores sY14 (del gen SRY)
y los cebadores para los genes ZFX/ZFY localizados en el brazo corto del
cromosoma Y. La secuencia de los cebadores utilizados se observa en la
siguiente tabla.
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Tabla - Secuencia de los cebadores STS

Regiones Marcadores Secuencia del cebador (5’-3’) Fragmentos de
STS ADN
sY14 F- GAATATTCCCGCTCTCCGGA 472 pb
Control (SRY) R- GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
ontro
Interno ZFX/ZFXY F-ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC 495 pb

R-GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
F-AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT

sY84 R-GCCTACTACCTGGAGGCTTC 326 pb
AZFa
sY86 F-GTGACACACAGACTATGCTTC 318 pb
R-ACACACAGAGGGACAACCCT
sY127 F-GGCTCACAAACGAAAAGAAA 274 pb
R-CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
AZFb sY134 F-GTCTGCCTCACCATAAAACG 301 pb
R-ACCCACTGCCAAAACTTTCAA
sY254 F- GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 380 pb
R- GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
AZFc sY255 F- GTTACAGGATTCGGCGTGAT 123 pb

R- CTCGTCATGTGCAGCCAC

La mezcla de reaccion de PCR se realizd como se describe a continuacion: 1,7 pL
de solucion tampon de PCR a 10x (15mM MgCl2), 2,5 L dNTP (2mM), y una mezcla
de cebadores sY86, sY127, sY254 (2 pmol) para el primer PCR (Multiplex A) y una
mezcla de cebadores sY84, sY134, sY255 (2 pmolL) para el segundo PCR (Multiplex
B).®

La mezcla de reaccion requirié de 0,2 pL de la enzima Hot Star Taq (5 Ul/pL) y 0,5
uL de ADN (250 ng/pL) y fue ajustada a un volumen final de 25 pL (cada reaccion
de PCR). La amplificacion se realizd en un termociclador MJ Research, con las
siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial de 15 minutos a 95 °C,
seguida por 34 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 90 segundos de
hibridacion a 57 °C y una extension de 60 segundos a 72 °C, y una extension final
de 10 minutos a 72 °C.?

Resultados
Del total de pacientes estudiados 73,2 % (52/71) son pacientes con azoospermia
no obstructiva y 26,8 % (19/71) con oligozoospermia severa, clasificados segun los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).®
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Se establecio una frecuencia del 2,8 % (2/71) de microdelecion en la region AZF
del cromosoma Y en los pacientes analizados. La delecion se encontré en dos
pacientes azoospérmicos, y en ambos se observo la ausencia de los STS: sY254 y
sY255, que, por su distribucion, implica la ausencia total de la subregion AZFc
como se puede apreciar en la siguiente figura. No se observaron casos positivos en
el grupo de los oligozoospérmicos severos.

CPM P1 P2 F MS CR P1 P2 F MS CR
MultiplexA Multiplex B

Muttiplex A

M X
ZFXNY 495bp s

ZFXNY 4950p
SRY a72bp

SRY 472bp
sY254 380 bp (AZF¢)

sY84 326 bp (AZFa)
sYB6 318 bp (AZFa)

sY134 301 bp (AZFD)
sY127 274 bp (AZFY)

8Y255 123 bp (AZFc)

Fig. - Corrida electroforética en gel de agarosa 2 % donde se identifica delecion
completa de la region AZFc, con ausencia de sY254 y sY255. CPM (marcador de 50pb); P1
(paciente con delecion completa AZFc); P2 (paciente sin delecion AZF); F (control
femenino); MS (control masculino sano); CR (control de reaccion).

Discusion
Generalmente los hombres con microdelecion del brazo largo del cromosoma Y
son azoospérmicos y solo en casos muy raros presentan un conteo espermatico
>2 x10°/mL. La Asociacion Europea de Urologia (EAU) establece que todo
hombre con azoospermia y oligozoospermia severa (concentracion espermatica
<5 x10%/mL) deben ser testados para la microdelecion.(*?) En el presente
estudio de 71 pacientes analizados, 2 fueron positivos para microdelecion del
brazo largo del cromosoma Y, y ambos casos presentaron ausencia de
espermatozoides en el eyaculado. No se encontro positividad en el grupo de los
hombres con oligozoospermia severa, lo que pudiera estar en correspondencia
con el menor nimero de pacientes oligozoospérmicos estudiados (26,8 %) en
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comparacion con los azoospérmicos (73,2 %), o como sehala Mark Johnson
“varios estudios sugieren que la microdelecion clinicamente relevante ocurre
en aquellos hombres con un conteo espermatico entre 0-2x10%/mL”.®) Es el caso
del estudio realizado por Ferlin y otros en ltalia, donde de un total de 3073
pacientes, 99 presentaron positividad al test de microdeleciony el 84 % de estos
hombres tenian un conteo espermatico <0,1x10¢/mL y solo dos tenian
concentraciones de >2x10%/mL.("® Mark Johnson y otros obtuvieron resultados
similares, todos los hombres con microdelecion en su investigacion presentaron
una concentracion espermatica <0,5 x106/mL.®

La delecidon de una o mas de las regiones AZFa, AZFb y AZFc provoca un fallo
severo de la espermatogénesis, con una frecuencia a nivel mundial que varia
entre el 2 % y mas del 10 %.(") La frecuencia reportada de microdelecion de la
region AZF del cromosoma Y en este estudio fue de un 2,8 % (2/71), lo cual
coincide con lo reportado en la literatura. Sin embargo, existe diferencia en
comparacion con frecuencias bajas como la encontrada en Alemania (1,8 %) y
frecuencias elevadas reportadas en Francia,® aunque pueden observarse cifras
muy diversas al comparar la prevalencia de otros paises como Turquia, Iran,
Corea y China donde se reportan 5,42 %, 8 %, 7,7 % y 10,8 % respectivamente. ()

La variabilidad observada en la tasa de microdelecion de la region AZF del
cromosoma Y entre poblaciones étnicamente diferentes puede deberse a varios
factores: diseno del estudio, inconsistencia, en el uso de los marcadores STSs
entre las diferentes investigaciones y el grado por el cual otras mutaciones
genéticas o fendmenos epigenéticos pueden conducir a azoospermia u
oligozoospermia severa.("2) Por tanto es importante el conocimiento de la
frecuencia y el patron de microdelecion de la region AZF del cromosoma Y en
las diferentes regiones y etnias estudiadas.

El patron de microdelecion observado por los investigadores de este estudio, se
corresponde con la delecion AZFc en el total de casos que presentaron
microdelecion del brazo largo del cromosoma Y. Resultados similares observo
Ting Liu') y otros en un estudio realizado en el suroeste de China, quienes
encontraron que la delecidon AZFc, es el tipo de patron que con mas frecuencia
(62,20 %) se observd en paciente con microdelecion del brazo largo del
cromosoma Y. De igual forma Mark Johnson y otros, realizaron un estudio en
Londres, y encontraron que el patron de delecion mas frecuente fue el AZFc,
presente en el 75 % de los casos.® Estos autores coinciden con lo citado en la
literatura internacional, donde se describe que 80 % de las deleciones
corresponden a la regidén AZFc, region que abarca alrededor de 4,5 Mb en la

(CI) ev-ne | Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 EDE.LM,EEM Revista Cubana de Genética Comunitaria 2020;13(1):e103

porcion distal del Yq11 e incluye 21 genes candidatos y 11 familias de unidades
de transcripcién, cada una presente en un niUmero variable de copias que hacen
un total de 32 copias, que se expresan exclusivamente en los testiculos. ¢! Los
genes candidatos de importancia en este intervalo son: 4 copias del gen DAZ
(deleted in azoospermia), 3 copias del gen BPY2 (basic protein on Y
chromosome 2) y dos copias del gen CDY1 (CDY1a vy CDY1b
(chromodomainprotein, Ychromosome1). El gen DAZ fue el primer gen que se
identifico, es el mas representativo de los genes causantes de azoospermia vy el
mejor estudiado de los genes candidatos.('2'3) Las 4 copias del gen DAZ se
expresan en la espermatogonia, codifican una proteina de union al ARN
importante para la espermatogénesis y se expresan en todos los estados del
desarrollo de la célula germinal y la progresion meiotica. Por lo tanto, todos los
genes de la familia DAZ son importantes en el desarrollo de la célula germinal.(®

El estudio molecular para la microdelecion del brazo largo del cromosoma Y, en
pacientes azoospérmicos u oligozoospérmicos, es de gran utilidad clinica en
aquellos pacientes que requieren de las técnicas de reproduccion asistida (TRA),
de ahi que la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva, recomienda su uso
sobre todo en aquellos pacientes que son candidatos a las técnicas de inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) combinado con la posibilidad de
recuperacion espermatica (TESE).® Determinar el patron de delecion es de
valor diagnostico y pronostico por la correlacion que existe entre el genotipo y
el fenotipo. La delecion completa de la region AZFa, se correlaciona
fenotipicamente con el sindrome de solo células de Sertoli (SCOS) vy
azoospermia. Asi lo demuestran varias investigaciones en las que ha sido
imposible la recuperacion de espermatozoides por la extraccion testicular
(TESE) en aquellos pacientes que se le han identificado la delecion completa de
la region AZFa. Cuando la region afectada es la AZFb histoléogicamente se
correlaciona con el SCOS o arresto espermatogénico, lo cual resulta en
azoospermia y de igual forma es imposible la recuperacion testicular de
espermatozoides. Sin embargo, la delecién de la region AZFc esta asociada con
una clinica y fenotipo histologico variable,('?) pero en general son compatibles
con una espermatogénesis residual con mejor pronostico. En este caso existe
posibilidad de recuperacién de espermatozoides por la extraccion testicular
(TESE), que en combinacién con la técnica de inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSl), la pareja puede lograr tener su propia descendencia en
el 50 % de los casos,™ aunque existe un riesgo del 100 % de transmitir la
infertilidad a la descendencia masculina lograda por estas técnicas de
reproduccion asistida. ("
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Limitaciones del estudio
Se analizaron solamente los 6 STSs [AZFa (sY84, sY86), AZFb (sY127, sY134), y AZFc
(sY254, sY255)] recomendados por EAA/EMQN por ser los de mayor relevancia
clinica. Sin embargo, a pesar de las excelentes recomendaciones propuestas por la
EMQN y del amplio panel de STS incluidos en el Sistema de Deteccion de Deleciones
del Cromosoma Y, version 1,1, no es posible identificar a todos los pacientes
portadores de deleciones en el cromosoma Y.

Conclusiones
Se logro establecer la frecuencia de microdelecion del brazo largo del cromosoma
Y, la cual se encontro en el rango de lo reportado a nivel mundial. Con este trabajo
se enfatiza la importancia de tener presente el diagnodstico de las microdeleciones
en la region AZF como causa de infertilidad masculina, sobre todo en aquellos
pacientes candidatos a terapias de reproduccion asistida (TRA).
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