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Introduccion del estudio molecular de la microdelecion del cromosoma Yq en
hombres cubanos con azoospermia u oligozoospermia idiopatica

Introduction of the molecular study of Yq chromosome microdeletion in Cuban
men with idiopathic azoospermia or oligozoospermia

Elyen Vital Riquenes,! Beatriz Marcheco Teruel," Teresa Collazo Mesa,™
Gilda Monteagudo Pena,”"” Marisleivy Garcia Heredia.”

Resumen

La infertilidad es una condicion que afecta el 15% de las
parejas alrededor del mundo, siendo el factor masculino
responsable del 50% de los casos y la microdelecion
del cromosoma Yq la segunda causa genética, con una
incidencia del 2% al 10% a nivel global. En el presente
estudio nos propusimos estandarizar el diagnostico
molecular de las microdeleciones del cromosoma Yq en
el laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional
de Genética Médica. Se realizd una investigacion
aplicada, observacional, descriptiva y transversal de
base hospitalaria. El universo y poblacion de estudio
estuvo constituido por 22 pacientes con azoospermia no
obstructiva y oligozoospermia severa de causa desconocida
que asistieron a la consulta de referencia nacional de
infertilidad del Instituto Nacional de Endocrinologia en el
periodo de noviembre 2016 a junio 2017. Se estandarizd
el analisis molecular mediante la técnica STS-PCR-
Multiplex y se verifico luego en una corrida electroforética
en geles de agarosa al 2%. No se identifico la mutacion
en los pacientes estudiados, pero se logr6 estandarizar una
técnica diagndstica que se ha convertido en indicacion de
rutina en el estudio del hombre con trastorno severo para la
reproduccion, siendo de obligatoriedad identificarla antes
de utilizar las técnicas de reproduccion asistida como parte
del asesoramiento genético en el estudio de la pareja infértil.
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Abstract

Infertility affects around 15% of the couples all over the
world, 50% of cases are associated to male’s factor. The
Yq chromosome microdeletion is the second most frequent
genetic cause, with an incidence of 2% to 10% at the level
global. Our main goal was to standardize the molecular
diagnosis the Yq chromosome microdeletion in the DNA
lab. In the present study we carried out an observational,
descriptive and transversal investigation hospital based.
The universal and population of study was constituted by
twenty-two patients with non-obstructive azoospermia
and severe oligozoospermia of unknown origin that were
attended by the national reference infertility consultation
at the National Institute of Endocrinology in the period
November 2016-June 2017. The molecular analysis was
standardized by STS-PCR-Multiplex technique and was
verified by electrophoresis in 2% agarose gels. We were
able of standardizing the diagnosis technique but we did
not found the mutation in any patient. Its diagnosis has
become a routine test when studying men with severe
masculine factor before starting to use techniques for
assisted reproduction and as part of the genetic counseling
process for the infertile couple.
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Introduccion

En el campo de la salud reproductiva, la infertilidad
constituye un problema de salud que genera un
impacto negativo en el orden psiquico y social. Esta
condicion afecta alrededor del 15 % de las parejas
alrededor del mundo.' La infertilidad masculina es tan
frecuente como la infertilidad en la mujer, a quienes se
les ha dedicado el mayor peso de las investigaciones,
cuando realmente la atencion en este sentido debe
estar dirigida a ambos miembros de la pareja. Es
conocido, que el factor masculino es responsable
del fallo reproductivo en el 40%-50% de los casos,*?
y como sefialan Guerrero-Bosagna y Skinner “En
las ultimas décadas se ha observado una tendencia
a la disminucion de la fertilidad en el hombre, asi
lo demuestran parametros como la disminucion en
la cantidad y calidad del semen, el incremento del
cancer testicular y de la criptorquidia o hipospadias.
Son varios los estudios que demuestran una fuerte
disminucion de la calidad del semen desde 1940
hasta la actualidad”.*

Los avances en el conocimiento de los mecanismos
moleculares y celulares de la espermatogénesis, han
permitido conocer la contribucion de la genética en
la fisiopatologia de la infertilidad y caracterizar las
causas genéticas de muchos de los desordenes que
previamente se consideraron como idiopaticos. Las
microdeleciones del brazo largo del cromosoma
Y (Yq) constituyen, después de las aberraciones
cromosomicas, la segunda causa genética, con una
incidencia del 2% al 10% a nivel global.

En esta region se han identificado genes candidatos
que estan involucrados en la patogénesis de la
infertilidad masculina asociada con la azoospermia u
oligozoospermia severa.

Los hombres con microdeleciones en las
regiones AZFa muestran defectos severos en la
espermatogénesis, con alta prevalencia de Sindrome
de Solo Células de Sertoli (SCOS), el cual se define
como la ausencia de células germinales en la biopsia
testicular. Cuando la region afectada es la AZFb
y AZFbc histologicamente se correlaciona con el
SCOS o arresto espermatogénico resultando en
azoospermia.>®

Sin embargo, las deleciones de la region AZFc estan
asociadas con una clinica y fenotipo histoldgico
variable,>® pero en general son compatibles con una
espermatogénesis residual con mejor prondstico,
existiendo la posibilidad de recuperacion de
espermatozoides por la extraccion testicular (TESE),
que en combinacion con técnicas de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), el
50% de pacientes azoospérmicos pueden lograr tener
su propia descendencia.>” Esta correlacion genotipo/

fenotipo le confiere un valor diagnostico y pronéstico
al analisis de la microdelecion del Yq, respecto a la
recogida testicular de espermatozoides.®
Actualmente se considera de obligatoriedad estudiar
la microdelecion del cromosoma Yq en los hombres
infértiles que seran sometidos a programas de
reproduccion asistida, como una etapa preliminar
necesaria o en parejas con abortos a repeticion. Es por
esto que el objetivo fundamental de este estudio fue
estandarizar la técnica diagnostica en el laboratorio
de biologia molecular del Centro Nacional de
Genética Médica para introducir el estudio de las
microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y en
pacientes cubanos con infertilidad idiopatica, dentro
de la rutina diagnostica.

Método

Se realiz6 una investigacion aplicada, observacional,
descriptiva y transversal de base hospitalaria. El
universo y poblacion de estudio estuvo conformado
por los 22 pacientes diagnosticados de infertilidad
idiopatica que asistieron a la consulta de infertilidad
del Instituto Nacional de Endocrinologia (INEN)
durante el periodo comprendido entre noviembre de
2016 a junio de 2017.

Para su inclusiéon en el estudio se verifico que
los pacientes cumplieran con los siguientes
criterios: azoospermia no obstructiva (ausencia de
espermatozoides en el eyaculado), oligozoospermia
severa (conteo espermatico < 5x10%mL eyaculado),
ausencia de antecedentes médicos que pudieran ser
causa de la infertilidad y la presencia de un cariotipo
normal 46, XY.

La informacién necesaria se obtuvo a través del
examen clinico general y genital y de la historia
clinica se tomaron los resultados de estudios
complementarios como el  espermograma,
estudios hormonales, ultrasonograficos y cariotipo
convencional que aseguraron un diagndstico de
certeza para el propdsito de este estudio a fin de
evitar sesgos en la validez de la investigacion.

La azoospermia y oligozoospermia fueron definidas
de acuerdo con las alteraciones detectadas en el
analisis de semen siguiendo los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).° Para los
sujetos que tenian un espermograma reciente (tiempo
menor de 6 meses) se les tomaron estos datos y
aquellos que tenian un tiempo mayor, se les repitio el
estudio para confirmar si se mantenian en la misma
categoria diagnostica seminal o habia cambiado.

Aspectos éticos

Se consideraron durante el estudio los principios de
la ética. Se cumplié rigurosamente con el proceso
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de consentimiento informado y se protegio la
confidencialidad de la informacion. Esta investigacion
fue aprobada por el Comité de Etica y el Consejo
Cientifico del Centro Nacional de Genética Médica,
La Habana. Cuba.

Extraccion de ADN y estudio molecular

La extraccion del ADN genoémico a partir de
leucocitos de sangre periférica, se realizdo por el
método convencional de precipitacion salina (Salting
out) establecido por Miller en 1988.'°
Estandarizacion del estudio molecular de
microdelecion del cromosoma Yq

El protocolo se bas6 en el uso de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa multiple (PCR Multiplex),
usando STSs (Sequence target sites) especificos del
cromosoma Y. Los cebadores STS seleccionados
incluyeron: sY84, sY86 (AZFa), sY127, sY134
(AZFb),sY254,sY255 (AZFc) segin lo recomendado
por la European Academy of Andrology (EAA) y
la European Molecular Genetics Quality Network
(EMQON).” Ademas, se utilizaron como controles los
cebadores sY14 (del gen SRY localizado en Yp) y
ZFX/ZFY de un hombre y una mujer con fertilidad
demostrada.

Se realizaron dos reacciones de PCR utilizando la
técnica de STS-PCR Multiplex. Lamezcla de reaccion
de PCR se realizd como se describe a continuacion:
1,7 uL PCR Buffer 10x (15mM MgCl,), 2,5 uL 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
pmol) para el segundo PCR (Multiplex B).

La mezcla de reaccion requiri6 de 0,2 pul de la enzima
Hot StarTaq (5 Ul/uL) y 0,5 uL de ADN (250 ng/
uL) y fue ajustada a un volumen final de 25 pL (cada
reaccion de PCR).

Esta técnica se realizd en un termociclador MJ
Research, con las siguientes condiciones: una
desnaturalizaciéon  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
para terminar con una extension final por 10 minutos
a72°C.

Para realizar la electroforesis fueron mezclados 25ul
del producto de PCR obtenido, con 5pl de bromofenol
azul (BFA) como frente de corrida, y fueron aplicados
en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio. La corrida electroforética se realizd durante 1
hora a 200 Voltios. Para la visualizacion de las bandas
obtenidas, el gel fue expuesto a luz ultravioleta en un
transiluminador.
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Interpretacion de los resultados

En cada reaccion multiplex fueron utilizados los
primers STS para las regiones AZFa, AZFb, AZFc
y los controles SRY y ZFX/Y. El ADN amplificé en
ambas reacciones de PCR para todos los marcadores
analizados en el total de pacientes estudiados, lo
que se interpreté como la existencia de los sitios de
secuencias conocidos (STS) y por tanto la ausencia
de la delecion.

Resultados

Los pacientes estudiados se caracterizaron por tener
una edad promedio de 38.36 afios (Desviacion
estandar(DE) + 6.4) y se observo un predominio
de individuos con azoospermia con de causa no
obstructiva (14/22=64%) en relacion con los
oligozoospérmicos severos (8/22=36%).

Estos pacientes en su totalidad clasificaron en el
grupo de la infertilidad de causa primaria, con niveles
de FSH (Hormona Foliculo Estimulante) aumentados
en los azoospérmicos para una media de 13,76UI/L
(DE + 8,70) en relacion a los oligozoospérmicos
6,10 UI/L (DE £8,95). Los niveles promedio de LH
(Hormona Luteinizante), Prolactina y Testosterona
se mantuvieron en parametros normales. En los
estudios ultrasonograficos no se encontraron hallazgo
de interés y los cariotipos realizados no mostraron
alteraciones. No se detectaron dismorfias ni signos
de posible sindrome clinico genético asociado con
la infertilidad y se detect6 mayor compromiso del
volumen testicular en los pacientes oligozoospérmicos
en relacidon con los azoospérmicos.

Diagnostico molecular

La técnica diagnostica quedd estandarizada en el
laboratorio de Biologia Molecular y no se encontr6
la microdelecion del cromosoma Yq en los individuos
estudiados. Esto se interpretd como la ausencia de
la mutacion para los 6 STS que se analizaron en
el diagnostico molecular por la técnica STS-PCR
Multiplex. El uso de estos STS posibilito el estudio
de casi todas las deleciones clinicamente relevantes y
alrededor del 95% de las deleciones reportadas en la
literatura en las tres regiones AZF, que debe resultar
suficiente para su diagnostico segun estandares
internacionales.

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de un paciente
(Linea 4) en que amplificaron los tres STS utilizados
en cada una de las reacciones multiplex y no posee las
mutaciones estudiadas.
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Figura 1. Resultado del estudio de la microdelecion Yq en un paciente infértil que no muestra la delecion.

Multiplex A

IFXY  495bp
SRY 472 bp

sY254 360 bp (AZFc)
sYBF 318 bp (AZFa)
sY127 274 bp (AZFD)

Para Multiplex A / Multiplex B:

Multiplex B

ZFXY  485bp

SRY 472 bp

SYB4 326 bp (AZFa)
SY134 301 bp (AZFb)

§¥255  123bp (AZFc)

Linea 1: MPM: Marcador de peso molecular (50 pb),

Linea 2: ADN Femenino,
Linea 3: ADN Hombre fértil

Linea 4: Ejemplo representativo de un paciente infértil que no muestra la delecion.

Discusion

En las tlltimas décadas se ha observado un incremento
significativo en la edad promedio en que los hombres
comienzan a preocuparse por procrear descendencia,
lo que puede estar condicionado por el incremento de
la esperanza de vida, el mayor uso de anticonceptivos,
los matrimonios tardios, el estatus econdmico, entre
otros."" Son varios los articulos de revision que han
mostrado el efecto negativo de la edad avanzada sobre
la calidad espermatica y la funcion testicular, ademas
de estar asociado con un incremento del riesgo de
enfermedades genéticas, los cambios epigenéticos e
incluso en la disminucion del éxito en los resultados
de las técnicas de reproduccion asistida como FIV/
ICSI.!

La infertilidad puede clasificarse en primaria
o secundaria, lo que orienta hacia un posible
diagndstico etioldgico. En relacion con ello, se
esperaba encontrar la mutacidon una vez que se
descarto la causa genética mas frecuente, si se tiene
en cuenta que los pacientes estudiados presentan
un dafio severo de la espermatogénesis. Chellat y
colaboradores en Argelia, encontraron que todos los
pacientes incluidos en su estudio de microdelecion
del cromosoma Yq, presentaban infertilidad primaria
de mas de un ano de evolucion.'? El fallo testicular
primario y las causas hipotalamicas resultan mas

frecuentes en la infertilidad masculina primaria,
mientras que las causas adquiridas son mas frecuentes
en la infertilidad secundaria."

Es reconocido que el fallo de la espermatogénesis es
responsable de dos tercios de los casos de infertilidad
y esta fuertemente asociado con niveles elevados de
FSH. Wang y colaboradores, investigaron la relacién
entre la FSH y la microdelecion del cromosoma Yq
y concluyeron que la microdelecion de la region
AZF es una causa importante de niveles elevados de
la FSH," aunque pacientes con niveles hormonales
normales, pueden ser portadores de la microdelecion
de la region AZF y viceversa, como lo observado
por Zhang y colaboradores.'® Por lo tanto, el estudio
hormonal no debe considerarse, como indicador de
microdelecion de la region AZF, ni debe ser utilizado
para predecir pronostico.

El examen fisico de los genitales constituye la primera
evaluacion de la integridad anatomica de estos. E185%
del volumen testicular esta asociado con la produccion
de espermatozoides y su disminucion es indicativa de
un fallo potencial de la espermatogénesis. El volumen
testicular de un hombre adulto es de al menos 4,6 cm
de largo y 2,6 cm de ancho, resultando en un volumen
promedio de 18 a 20 mL." Los testes de un paciente
con azoospermia no obstructiva tienen tipicamente
un volumen menor de 15 mL." Lo observado en
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este estudio, difiere con lo observado por Ambulkar
en su investigacion, donde no hubo diferencias
significativas entre los azoospérmicos de causa no
obstructiva y los oligozoospérmicos severos.!

Las microdeleciones del brazo largo del cromosomay,
constituyen la segunda causa genética de infertilidad
masculina idiopatica después del Sindrome de
Klinefelter y ha sido tema de interés de multiples
investigadores desde que las técnicas de reproduccion
asistida se introdujeron como opcidn terapéutica
fundamental en la infertilidad por factor masculino
severo. En esta investigacion no se identifico esta
mutacion en los pacientes estudiados y al constituir
este el primer estudio realizado en Cuba, no fue
posible compararlo con investigaciones precedentes
en la misma poblacion.

En la literatura revisada, se encontré un estudio
con resultado similar reportado por Kihaile y
colaboradores, investigadores que estudiaron la
microdelecion del cromosoma Yq en parejas de origen
japonés y africano y no se encontré la mutacion.'
Estos autores consideraron que la insuficiente muestra
estudiada fue un factor determinante para obtener este
resultado. En el presente estudio también se trabajo
con una muestra limitada de casos por lo que pudo
haber ocurrido algo similar.

Alrededor del mundo se han llevado a cabo
investigaciones que han permitido establecer la
frecuencia de distribucion de esta microdelecion en
diferentes 4reas geogréaficas, por ejemplo, Africa
(1.3%)," Espafia (6.2%),"7 China (12.95%),'8 entre
otros muchos paises con una variabilidad entre el 2%
y mas del 10%.°

La variabilidad observada en la tasa de microdelecion
del cromosoma Yq entre poblaciones étnicamente
diferentes puede deberse a varios factores: disefio del
estudio (criterios de inclusion, definicion clinica de los
pacientes), inconsistencia en el uso de los marcadores

STSs entre los diferentes estudios y el grado por
el cual otras mutaciones genéticas o fenémenos
epigenético pueden conducir a azoospermia u
oligozoospermia severa.® También puede relacionarse
con la frecuencia alélica del marcador segtin el origen
étnico de la poblacion en estudio.

En esta primera investigacion no se identifico la
microdelecion del cromosoma Yq, lo que no significa
que no esté presente en otros pacientes cubanos. Los
autores del presente estudio consideran que, por la
baja incidencia de esta condicion genética, el nimero
de sujetos estudiados para detectar la mutacion fue
insuficiente, lo que constituyé una limitante del
estudio.

Por los antecedentes descritos con anterioridad y
la diversidad en la mezcla étnica de la cual resulta
el cubano actual, se recomienda continuar con la
investigacion e incluir en el estudio un nimero mayor
de casos ¢ implementar el diagnostico en pacientes
que seran sometidos a programas de reproduccion
asistida (TRA), especificamente en la técnica ICSI en
combinacion con TESE, como una etapa preliminar
necesaria.

Conclusiones

Aunque no fue posible encontrar la mutacion, se
logré estandarizar la técnica STS-PCR-Multiplex
para el diagnostico molecular de la microdelecion del
cromosoma Yq, lo que constituye una herramienta
diagnostica para el estudio del hombre cubano con
azoospermia u oligozoospermia idiopatica. El estudio
de la infertilidad masculina y sus causas en Cuba,
permitira disefar estrategias terapéuticas y brindar
un mejor asesoramiento genético a las personas que
lo padecen y disminuir considerablemente los costos
en salud al evitar tratamientos y atencion médica
prolongada a pacientes, personalizando mejor el
manejo individual de cada uno de ellos.
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