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Resumen. La infertilidad hoy dia es un problema de salud importante
que afecta cerca de 10-20% de las parejas. El factor masculino es el responsa-
ble del 50% de las parejas infértiles. Se desconoce el origen de la reduccion
espermitica en cerca del 60-70% de casos. Existen varias causas de la infertili-
dad masculina tales como varicocele, obstruccion espermatica del conducto y
desordenes endocrinos. Tres regiones diferentes no solapantes conocidas
como AZFa, AZFb, y AZFc¢ localizadas en ¢l intervalo 5-6 del brazo largo del
cromosoma Y (Yq), han sido asociadas a falla espermatogénica en humanos.
El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de las microdeleciones
del cromosoma Y en hombres venezolanos con infertilidad idiopatica. Se reali-
z6 analisis cromosomico, seminal, histolégico y molecular en 29 hombres ve-
nezolanos con azoospermia u oligozoospermia idiopatica. El andlisis molecu-
lar se efectud a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) mal-
tiple de 22 STS. Se detectaron microdeleciones en la region AZFc del cromo-
soma Y en 1 de 29 pacientes (3,4%). Estos resultados sugicren que la frecuen-
cia de las microdeleciones del cromosoma Y en pacientes venezolanos, es si-
milar a la de otras poblaciones con diferente origen geogratico y étnico.
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Abstract. Today infertility is a major health problem affecting about
10-20% of couples. A male factor is assumed to be responsible in about 50% of
the infertile couples. The origin of reduced testicular sperm function is un-
known in about 60-70% of cases. There are several causes of male infertility
such as varicocele, spermatic duct obstruction, and endocrine disorders. Mi-
cro-deletions in the Yq are known to represent the pathogenic mechanisms for
infertile males. Three different non-overlapping regions designated as AZFa,
AZFb, and AZFc are located in interval 5-6 of Yq, and are associated with im-
paired spermatogenesis in humans. To determine the prevalence of Y chromo-
somal microdeletions in Venezuelan males with idiopathic infertility, chromo-
somal, seminal, histological and molecular analyses were carried out in 29
Venezuelan males with idiopathic azoospermia or oligoospermia.
Y-microdeletions analyses were performed using a multiplex polymerase chain
reaction (PCR)-based technique with 22 sequences-tagged-sites (STSs). One
of 29 patients (3.4%) had Yq microdeletions on AZFc. The frequency of AZF
microdeletions in Venezuelan patients was similar to other populations with

different ethnical or geographical origin.
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INTRODUCCION

La infertilidad se define como la inca-
pacidad de tener hijos después de 12 meses
de relaciones sexuales sin ningan tipo de
proteccion (1). Este trastorno representa
un problema de salud que afecta a cerca de
10-20% de las parejas, y el factor masculino
constituye entre 45-50% de las causas. Se
desconoce el origen de la reduccion esper-
matica en cerca del 60-70% de casos (2).
Esta alteracion espermadtica muestra una
gran heterogencidad en su etiologia (3). La
infertilidad masculina se puede clasificar en
causas pre-testiculares, testiculares y
post-testiculares. Dentro de las causas testi-
culares se encuentran ciertos factores de
tipo genético, entre los cuales cabe mencio-
nar las microdeleciones del cromosoma Y

(4). Esto se debe al hecho que este cromo-
soma alberga en su brazo largo (Yq) un
gran numero de genes involucrados en la
espermatogénesis.

La primera asociacion de insuficiencia
espermatogénica y alteraciones estructura-
les de genes ubicados en el cromosoma Y
fue identificada por Tiepolo y Zuffardi en
1976, quienes demostraron la existencia de
tres regiones conocidas como factores de
azoospermia (AZFa, AZFb y AZFc¢). Este fac-
tor se ubicé dentro del intervalo de dele-
cion 6 en la region Yq11.23 (5). Estos ge-
nes estan involucrados en la patogénesis de
la infertilidad masculina asociada con
azoospermia o oligozoospermia severa.

Se han identificado genes candidatos
involucrados en la espermatogénesis en las
regiones AZF del cromosoma Y, donde se
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destacan, en la region AZFa: el gen USP9Y
(ubiquitin-specific proteasa 9 Y chromoso-
me) (6,7)y el gen DBY (DEAD/H box poli-
peptide Y chromosome), éste tltimo parece
representar el principal gen responsable de
dano testicular (8). En la region AZFb se
encuentra el gen perteneciente a la familia
de genes RBMY (RNA-binding motif), (9-11)
y en AZFc el grupo génico DAZ (deleted in
asoospermia) (12-16).

Los hombres infértiles con microdele-
ciones en las regiones AZFa y AZFb muestran
defectos severos en la espermatogénesis, con
alta prevalencia de Sindrome de Solo Células
de Sertoli tipo I (SCOS), el cual se define
como la ausencia de células germinales en la
biopsia testicular (8), mientras que microde-
leciones en la region AZFb y AZFc pueden ser
compatibles con espermatogénesis residual.
El porcentaje de microdeleciones de las re-
giones AZF varia de acuerdo a ciertos auto-
res, sin embargo, en término generales las
microdeleciones en la region AZF¢ son las
causas mas frecuentes de estos trastornos, va-
riando considerablemente entre ¢l 1% y el
59,6% (2, 7, 11, 17). Para las regiones AZFay
AZFb se describe una frecuencia de 4,9% y
15,8 %, respectivamente (7).

Numerosos estudios han demostrado
que la frecuencia de microdeleciones del
cromosoma Y entre hombres con azoosper-
mia idiopatica no obstructiva u oligozoos-
permia severa es muy variable, sus rangos
varian desde 3% hasta 55,5% (16, 18-20),
con mayor frecuencia en los casos de falla
espermatogénica severa. Varios factores
han sido implicados en esta amplia varia-
cion de frecuencias de microdeleciones del
cromosoma Y, tales como: disefio del estu-
dio (criterios de inclusion, definicion clini-
ca de los pacientes); errores téenicos vy dife-
rencias étnicas (2, 21).

El objetivo de este estudio fue determi-
nar la frecuencia de las microdeleciones del
cromosoma Y en pacientes venezolanos con
infertilidad masculina idiopatica.

PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 29 pacientes, que ha-
bian sido previamente diagnosticados
como infertilidad masculina idiopatica,
provenientes de la consulta de asesora-
miento genético de la Unidad de Genética
Médica de la Universidad del Zulia, Mara-
caibo (UGM-LUZ) y de la consulta de
Andrologia de la Unidad de Endocrinologia
del Hospital Universitario de los Andes,
Mérida (HULA). Para la realizaciéon de este
trabajo, se conté con el consentimiento in-
formado de los pacientes estudiados y la
aprobacion del comité de Bioética de la
Unidad de Genética Médica de LUZ. Ade-
mas, se les realiz6 historia clinica, donde
se recolectaron los datos necesarios para
participar en el estudio.

Se seleccionaron solo aquellos pacien-
tes que cumplieron con los siguientes crite-
rios de inclusion:

presencia de azoospermia, oligozoos-
permia severa, (menos de 5 millones de es-
permatozoides por mL eyaculado) y oligo-
zoospermia moderada (5-20 millones de es-
permatozoides por mL eyaculado); ausencia
de antecedentes médicos causativos de in-
fertilidad masculina tales como problemas
infecciosos seminales, varicocele, hipogona-
dismo hipogonadotrépico debido a lesiones
en hipotdlamo y/o hipofisis, radiaciones,
factores ambientales, lesiones testiculares;
ausencia de trastornos hormonales, especi-
ficamente disminucion de niveles séricos de
testosterona y aumento en los niveles de
prolactina, deficiencia de las hormonas go-
nadotrépicas (FSH y LH) tales como sindro-
me de Kallmann, panhipopituitarismo; pre-
sencia de cariotipo normal 46,XY por técni-
ca de alta resolucion, con la finalidad de
descartar alteraciones cromosémicas aso-
ciadas a infertilidad masculina; ausencia de
varicocele sub-clinico y lesiones parenqui-
matosas detectadas por ecograma y biopsia
testicular.
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La azoospermia y oligozoospermia fue-
ron definidas a través del analisis de semen.
Este andlisis se realiz6 en dos ocasiones di-
ferentes, con un intervalo de por lo menos
tres semanas, seguidos de un periodo de
tres dias de abstinencia sexual. El andlisis
del semen incluy6: volumen, pH, concentra-
cion de espermatozoides, motilidad y mor-
fologia, siguiendo los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud (22).

El ADN genomico fue obtenido a partir
de leucocitos de sangre periférica usando
métodos convencionales, como sigue: 4 mL
de sangre periférica fueron colectados en
un tubo con EDTA (500mM). Se realizaron
3 lavados con 8 mL de buffer de lisis (NH,CI
155mM, NaHCO; 10mM, EDTA 0,1mM, pH
7,4), seguidamente se adicion6 20% de sar-
cosil y proteinasa K y se incubaron los glo-
bulos blancos a 50°C por toda la noche. Las
proteinas fueron precipitadas con 5M de
NaCl. Finalmente el ADN fue recolectado
en 2 volimenes de etanol al 99,5%, lavado
con etanol al 70%, disuelto en Tris-EDTA 1x
y guardado a 4°C hasta su uso. El ADN ex-
traido de cada paciente fue preparado a una
concentracion de 100 ng/ul.

La deteccion de las microdeleciones
del cromosoma Y se basé en el uso de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)
multiple, usando STSs (Sequence target si-
tes) especificos del cromosoma Y.

El estuche que se utiliz6 (Promega
Corporation Madison, WI, USA) estuvo
constituido por 22 marcadores STSs, usa-
dos en el mapa de delecion (23). De este
modo, fue posible determinar en cada pa-
ciente la presencia o ausencia de 22 regio-
nes de ADN distribuidas a lo largo de Yq,
luego de una RCP (Fig 1).

La RCP se realiz6 de la siguiente ma-
nera: A 20 uL de cada juego de iniciadores
A, B, C, D y E fueron adicionados 2,5 uL del
ADN genémico (100 ng/ul). Estos iniciado-
res tenian integrado buffer (100 mmol/L:
Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI, 10 mmol/L
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Fig. 1. Distribuciéon de los STSs en el cromoso-
ma Y.

de cada desoxi-NT y agua). La mezcla de
reaccion requirié de 5 Ul de la enzima ADN
Taq Polimerasa y fue ajustada a un volumen
final de 25 uL. Esta técnica fue realizada en
un termociclador Perkin Elmer Thermal
Cycler 480 de acuerdo al siguiente progra-
ma:

Desnaturalizacion corta de 94°C por 1
minuto, alineamiento de los iniciadores a
58°C por 30 segundos, extension de 72°C
por lminuto en un total de 35 ciclos. El
programa fue precedido por una desnatura-
lizacion prolongada a 94°C por 2 minutos y
una extension final de 72°C por 5 minutos.

Para cada RCP se incluy6é una muestra
de un hombre con fertilidad comprobada,
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como testigo negativo para las microdele-
ciones, que también fue utilizada como tes-
tigo positivo para los STSs; adicionalmente
se utiliz6 un testigo negativo de la RCP y
un testigo interno que esta incluido en el
estuche de “Promega” denominado SMCX
que representé un locus no especifico del
cromosoma X.

Los productos amplificados se separaron
por electroforesis horizontal en gel de agaro-
sa al 2,5% en buffer Tris-EDTA-Borato 1 x.

Se utilizé6 como marcador de peso mole-
cular el ¢ 174 digerido con Hae III. El gel se
colore6 con una solucion de 5 mg/mL de
Bromuro de Etidio, se visualiz6é en un transi-
luminador de luz ultravioleta (Hoefer Mod.
UVTM-25) y se tomé fotografia con pelicula
Polaroid instantanea 667. La muestra de un
paciente fue considerada positiva para los
marcadores STS, cuando el producto amplifi-
cado del tamaiio esperado estuvo presente, y
fue considerada negativa cuando ¢l producto
amplificado del tamano esperado estuvo au-
sente después de tres RCP consecutivas.

RESULTADOS

A un total de 29 pacientes se les anali-
zaron 22 loci AZF ubicados a lo largo de los
intervalos de delecion 5 y 6. Este andlisis

revel6 la presencia de microdeleciones en 1
de los 29 pacientes infértiles (3,4%). Los
STSs ausentes en este paciente fueron los
siguientes: sY242, sY239, sY208, sY254,
sY255 y sY157 los cuales representan un
fragmento de 984Pb correspondiente a la
region completa de AZFc. Las deleciones
observadas en este paciente son mostradas
esquemadticamente en la Fig. 2. Se observo
ausencia de todos los STSs ubicados en la
region AZFc, con perdida completa de esta
region. Adicionalmente se observd la pre-
sencia del STS sY14 correspondiente al gen
SRY vy el testigo interno SMCX certificando
la reproducibilidad de los resultados de la
PCR. Estos hallazgos sugieren que las regio-
nes AZF a y b estaban intactas en este pa-
ciente. La Fig. 3 muestra una corrida elec-
troforética donde se observé microdelecion
del locus sY255, uno del total de STSs au-
sentes pertenecientes a la region AZFc en
el paciente con microdeleciones.

El diagndstico de biopsia testicular
del paciente con microdeleciones del cro-
mosoma Y revelo SCOS tipo I, lo que co-
rrobora su azoospermia. No se encontraron
microdeleciones en las 10 muestras testigo
positivo para los STS, ni en las muestras de
los pacientes con oligozoospermia severa y
moderada.
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Fig. 2. Microdeleciones del cromosma Y presentes en el paciente.
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Fig. 3. Diagnostico Molecular de las Microdele-
ciones del cromosoma Y. 1: MPM: Mar-
cador de peso molecular¢p174 con Hae
III. 2: Testigo positivo, 3: paciente N° 1,
4: Testigo negativo para los STS 5: Tes-
tigo negativo de la PCR.

DISCUSION

La frecuencia de microdeleciones del
cromosoma Y en nuestro estudio fue 3,4%,
de acuerdo a la literatura los rangos de la
prevalencia a nivel mundial de las microde-
leciones del cromosoma Y en hombres con
infertilidad varia entre el 1% (24) y el 55%
(25). La frecuencia encontrada en este es-
tudio se ubica dentro de este rango y es si-
milar o mayor a la reportada por Alemania
3,2% (12/370) (26), 1,3% (19/1470) (27),
Suecia 2% (4/192) (28), Paises bajos y Bél-
gica 2,3% (37/1627) (29), Irlanda 3,6%

(2/56) (30) y Eslovenia 4,4% (9/226) entre
otros (31). La variabilidad observada en la
tasa de microdeleciones de Yq entre pobla-
ciones étnicamente diferentes puede deber-
se a varios factores: diseno del estudio (cri-
terios de inclusion, definicién clinica de los
pacientes), inconsistencia en el uso de los
marcadores STSs entre los diferentes estu-
dios y el grado por la cual otras mutaciones
gendéticas o fendmenos epigenéticos pueden
conducir a azoospermia u oligozoospermia
severa (32).

Es posible que las diferencias en la fre-
cuencia de delecion y/o localizacion, entre
los diversos estudios se deban al grado de
susceptibilidad genética por otras mutacio-
nes, que permitan reflejar diferencias geo-
graficas o étnicas (33). En este dltimo as-
pecto, en un mismo estudio se analizaron
tres poblaciones de origen europeo y una de
origen no europeo (Italia, Francia, Dina-
marca ¢ Irdan), con un nimero similar de
STSs, usando un criterio homogénco para
la definicion de infertilidad idiopatica y no
idiopatica (21). En ese trabajo, la frecuen-
cia de delecion calculada para el total de la
poblacion comprendié un rango entre 1,5%
y 10,8%. La mayor frecuencia fue encontra-
da en la poblaciéon irani 10,8% (5/46), se-
guida de la poblacion francesa 10,6%
(14/131), Dinamarca 6,5% (9/138), y por
altimo la poblacion italiana 1,5% (2/134).
Sin embargo, se pudo notar que en ese es-
tudio, las frecuencias mas elevadas se ob-
servaron en las poblaciones que incluyeron
mayor namero de hombres azoospérmicos
(Iran y Francia). Por tal motivo, las diferen-
cias y semejanzas observadas entre pobla-
ciones tan distantes como éstas, pueden de-
berse principalmente a variaciones metodo-
l6gicas y no a variaciones étnicas.

En el presente trabajo se realizé6 una
seleccion estricta del grupo a estudiar, des-
cartandose otras causas de infertilidad mas-
culina. Probablemente la estricta seleccion
y la distribucion relativa entre pacientes
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azoospérmicos y oligozoospérmicos sean
factores que determinaron que la frecuen-
cia observada en este estudio fuera similar
a la del promedio mundial, a pesar que
otros grupos de investigadores incluyeron
como grupo de estudio pacientes étnica-
mente muy diferentes a nuestro grupo de
estudio.

La pérdida de la region AZFc, hallada
en un paciente de este estudio es consisten-
te con lo reportado en la literatura, que in-
dica la alta frecuencia de pérdida de AZFc¢
comparada con las otras regiones AZF (34).
La alta incidencia de microdeleciones en
AZFc¢ puede atribuirse a la presencia de
multiples secuencias repetitivas que hace
de este intervalo un sitio propenso a micro-
deleciones (7).

Por otra parte, la biopsia testicular del
paciente con microdeleciones en AZF¢ reve-
16 la presencia SCOS. Aunque este trastor-
no se ha asociado mas con microdeleciones
en la region AZFa, el cuadro histolopatolo-
gico asociado a microdeleciones AZFc es
muy variado y puede incluir pacientes con
este cuadro histolégico testicular. Esto
también se puede relacionar con el andlisis
seminal ya que aunque las microdeleciones
de las regiones AZFa y AZFb se¢ asocian mas
frecuentemente con azoospermia, la varia-
bilidad observada por diferentes autores en
el espermatograma indica que los pacientes
con microdeleciones de la region AZFc pue-
den presentar azoospermia (1, 7, 8, 32)
como se observo en nuestro paciente.

La herencia del cromosoma Y es de
origen paterno y los hombres con microde-
leciones parciales del cromosoma Y pueden
tener hijos con similar defecto genético
después de tratamientos con reproduccion
asistida (35). Por lo tanto, el andlisis de las
microdeleciones del cromosoma Y, debe im-
plementarse especialmente en hombres con
azoospermia no obstructiva y oligozoosper-
mia severa, que seran sometidos a progra-
mas de reproduccion asistida como una eta-

pa preliminar obligatoria, que defina de for-
ma exacta, la etiologia de la falla esperma-
togénica, la frecuencia y el sitio del o los
genes delecionados.
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