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PALABRAS CLAVE Resumen

Infertilidad Objetivo: El objetivo de este estudio es determinar la prevalencia de microdeleciones del
masculina; cromosomaY en hombres chilenos infértiles.

Azoospermia; Material y métodos: Se incluyeron 102 hombres con diagndstico de azoospermia u oligozoos-
Microdelecion permia severa que consultaron en la Unidad de Andrologia por infertilidad. Se llevé a cabo
cromosoma Y analisis de microdeleciones de la region del factor de azoospermia (AZF) del cromosomaY a

través de reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando ADN genémico extraido de leucocitos
de sangre periférica. Cada paciente fue analizado utilizando sequence tagged sites para las
regiones AZFa, AZFb y AZFc.

Resultados: Sesenta y siete pacientes presentaron azoospermia y 35 oligozoospermia severa.
Se encontraron microdeleciones del cromosomaY en el 9,8% de los pacientes. La mutacion mas
prevalente fue AZFc, afectando al 3,9% de la muestra, seguida por AZFbc (2,9%), AZFa (2,0%) y
AZFb (1,0%). Solo los hombres azoospérmicos presentaron las mutaciones.

Conclusiones: La prevalencia de microdeleciones del cromosomaY en hombres chilenos inférti-
les es similar a la presentada en estudios internacionales. Estas mutaciones deben ser buscadas
cuando se enfrenta a un paciente infértil con alteraciones cuantitativas severas del semi-
nograma, ya que AZFa y AZFb estan asociados con ausencia completa de gametos viables,
y la portacion de AZFc tiene importantes consecuencias en el potencial de fertilidad de la
descendencia masculina.
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Y chromosome microdeletion prevalence in infertile Chilean men

Abstract

Objective: The aim of this study is to determine the prevalence of Y chromosome microdeletions
in infertile Chilean men.

Material and methods: A group of 102 infertile men with azoospermia or severe oligozoosper-
mia were screened while attending a fertility clinic for microdeletions in the azoospermia
factor (AZF) region of Ychromosome by multiplex polymerase chain reaction. Genomic DNA
was extracted from peripheral blood samples. Each patient was analysed for the presence of

Results: Azoospermia and severe oligozoospermia was found in 67 and 35 patients, respectively.
Microdeletions were found in 9.8% of patients. The most prevalent mutation was AZFc, affecting
3.9% of the sample. This was followed by AZFbc with 2.9%, AZFa with 2.0%, and AZFb with 1.0%.
Only azoospermic men were found to have these genetic alterations.

Conclusions: Prevalence of Y chromosome microdeletions in infertile Chilean men is similar to
the prevalence presented in international studies. As AZFa and AZFb mutations are associated
with complete absence of viable gametes, and AZFc has important consequences in the fertility
potential of the offspring, these mutations have to be searched when presented with an infertile

© 2015 Asociacion Espaiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by Else-

microdeletion
sequence tagged sites in the AZFa, AZFb, and AZFc regions.
patient with severe sperm alterations.
vier Espana, S.L.U. All rights reserved.
Introduccion

Infertilidad se define como la incapacidad de obtener un
embarazo, en una pareja sexualmente activa que no utiliza
métodos anticonceptivos, a lo largo de un afo. Aproxima-
damente el 15% de las parejas se encuentra en este grupo'.
Diferentes estudios han sugerido una contribucion mascu-
lina a la infertilidad de pareja entre un 45-50% de los casos.
La infertilidad masculina afecta aproximadamente al 7%
de los hombres, presentandose hasta el 15% de ellos con
azoospermia, es decir, ausencia de espermatozoides en el
semen?.

El cromosoma Y tiene un rol fundamental en el
desarrollo y maduracién de los gametos masculinos.
Diferentes genes localizados en este cromosoma estan
involucrados en diversos procesos de la espermatogéne-
sis humana. Mdultiples grupos alrededor del mundo han
descrito deleciones de genes o secuencias génicas en el
cromosomaY de pacientes con infertilidad idiopatica, aso-
ciadas a alteraciones severas en diferentes parametros
seminales?.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA), tanto de
baja como de alta complejidad, han permitido subsanar par-
cialmente alteraciones anatémicas, hormonales y genéticas
de las parejas infértiles. Sin embargo, existe un grupo espe-
cifico de parejas con un factor masculino severo que no
podran obtener un embarazo exitoso sin importar la técnica
utilizada.

El desarrollo vertiginoso de diferentes TRA no solo ha per-
mitido que millones de parejas logren alcanzar embarazos
exitosos, sino que ademas ha develado conflictos bioéticos
concernientes a la transmision vertical de defectos gené-
ticos, tales como deleciones génicas en el cromosomay,
asociadas a alteraciones de fertilidad en la descendencia
masculina®.

Entre las diversas alteraciones genéticas observadas en
hombres infértiles destacan las microdeleciones del cro-
mosomaY por su frecuencia, y sobre todo, por los efectos
que tienen en el potencial de fertilidad de los pacientes y
de su descendencia. Las microdeleciones del cromosomaY
corresponden a la ausencia de secuencias génicas o genes de
la region funcionalmente activa del cromosomaY?*. Estas
mutaciones representan la anomalia cromosomica estructu-
ral mas frecuente en hombres con infertilidad idiopatica,
observandose en el 15-20% de hombres con azoospermia
idiopatica, en el 7-10% de los hombres con oligozoosper-
mia idiopatica y en el 2-3% de los pacientes candidatos para
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI, por
sus siglas en inglés)’.

La region ubicada en la zona distal del brazo largo del
cromosomaY (Yq11) contiene los genes involucrados en el
control de la espermatogénesis®'?. Esta zona del cromo-
somaY se ha denominado factor de azoospermia (AZF).
Analisis moleculares han dividido esta region en 3 subregio-
nes: AZFa, AZFb y AZFc'"-'2,

La delecion parcial o completa de las regiones AZF altera
la espermatogénesis. Existen por lo menos 14 proteinas
codificadas en el locus de AZF. Las deleciones descri-
tas actualmente ocurren en alguno de los 6 siguientes
patrones: AZFa, AZFb, AZFc, AZFbc, AZFabc y la delecion
parcial de AZFc'. Estas mutaciones son en su mayoria de
novo, afectando a 1/1.000 a 1/5.000 recién nacidos'*">.
Existen importantes diferencias en la frecuencia de estas
mutaciones en diferentes estudios. Una de las causas de
ello es la variacion étnica descrita para estas anomalias
cromosémicas?'>.

El objetivo principal de este articulo es presentar por
primera vez la prevalencia de esta alteracion genética en
hombres chilenos infértiles, con alteraciones severas del
seminograma, sometidos a TRA de alta complejidad.
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Material y métodos
Seleccion de pacientes

Estudio descriptivo transversal con aprobacion de comité de
ética institucional. Del universo de pacientes que consulta-
ron por infertilidad masculina a la unidad de reproduccion de
un hospital universitario y una clinica privada entre noviem-
bre de 2012 y diciembre de 2013 se seleccionaron los que
presentaban alteraciones cuantitativas severas en el semi-
nograma durante la evaluacion androldgica inicial (minimo
2 muestras separadas). Dichas alteraciones fueron definidas
como azoospermia (ausencia de espermatozoides en mues-
tra seminal) u oligozoospermia severa (menos de 5 x 10 /ml
espermatozoides en muestra seminal). Todos los pacientes
firmaron, antes de ser incluidos en el estudio, un consenti-
miento informado ad hoc.

Analisis de semen

El analisis se semen se realizo siguiendo las recomenda-
ciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Los
parametros de normalidad utilizados son los publicados por
la OMS el aio 2010. El diagndstico de azoospermia se baso
en la ausencia de espermatozoides en al menos 2 muestras
diferentes, después de la centrifugacion a 1.000¢g durante
5min'e,

Estudio andrologico

Todos los pacientes seleccionados fueron sometidos a una
evaluacion androldgica completa que incluyd anamnesis
médica y sexual, examen fisico, medicion de hormona folicu-
loestimulante (FSH), ecografia testicular, cariotipo y analisis
de microdeleciones del cromosoma. Las concentraciones
séricas de FSH fueron determinadas por ensayo inmunorra-
diométrico (Siemens Medical Solutions Diagnostics, LA, CA,
EE. UU.); los resultados se expresan en mlU/ml, con valores
normales en los rangos de 1-15mlU/ml.

Deteccion de microdeleciones del cromosoma Y

Las microdeleciones de AZF fueron detectadas utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) asociada
a sequence tagged sites (STS) especificos para el cromo-
soma.

De los pacientes se extrajo ADN gendmico de leucocitos
de sangre periférica con el kit Wizard (Promega, EE. UU.) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente
se realizd la amplificacion a través de PCR multiplex de 8
STSs de la region AZF de acuerdo a protocolos de la EAA des-
critos en la literatura'’. Se amplificaron 2 STS de cada una
de las regiones de interés: AZFa, AZFb y AZFc. Los genes
ZFY/ZFXy SRY (Yp) se utilizaron como controles internos. Se
amplificaron STS complementarios para confirmar las micro-
deleciones de regiones especificas. Las mutaciones fueron
expresadas como positivas para alguno de los 6 patrones de
deleciones descritos.

Tabla 1 Caracteristicas de los pacientes estudiados

Valor?
Hombres 102
Edad 36 + 6 anos
Antecedentes
Cariotipo 46 XY 101 (99%)
Cariotipo 47 XXY 1 (1%)
Criptorquidia 17 (16,7%)
Agenesia de conductos deferentes 3 (2,9%)
Varicocele 2 (2%)
Prostatitis 1 (1%)
Trauma genital de alta energia 1 (1%)
Presencia de hijos con pareja anterior 1 (1%)
Hidrocele 1 (1%)
Otros antecedentes 24 (23,5%)
Sin antecedentes morbidos 50 (49%)
FSH 11,2 =8 mUl/ml
Azoospermia 67 (65,7%)

Oligozoospermia severa 35 (34,3%)

DE: desviacion estandar; FSH: hormona foliculoestimulante.
@ Media (DE) para variables continuas; n (%) para variables
categoricas.

Resultados

Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la
tabla 1. Ciento dos pacientes cumplieron los criterios de
inclusion durante el periodo senalado, con una edad pro-
medio de 35anos. Todos los pacientes fueron sometidos
a una evaluacidén andrologica completa. Al analizar los
parametros seminales de los sujetos, 67 y 35 pacientes
presentaban azoospermia y oligozoospermia, respectiva-
mente.

Al realizar la busqueda de microdeleciones del cromo-
somaY se determind que el 9,8% de estos pacientes con
infertilidad idiopatica asociada a alteraciones severas del
seminograma presentaban una mutacion AZF. Del total de
pacientes con azoospermia, el 15% poseian estudio positivo
para microdeleciones del cromosoma .

La mutacion mas prevalente fue AZFc, afectando al 3,9%
de los pacientes, seguida por AZFbc, con el 2,9%; AZFa, con
el 2,0%, y AZFb, con el 1,0%. Todas las mutaciones se pre-
sentaron en pacientes con azoospermia. Es decir, en este
estudio los pacientes oligozoospérmicos fueron negativos
para microdeleciones del cromosomay. La distribucion de
los diferentes patrones de microdeleciones se presenta en
la tabla 2.

El 53% de los pacientes no presentaban antecedentes
relevantes en la anamnesis. Cabe destacar que un paciente
con mutacion AZFbc tenia el antecedente de criptorquidia
en la infancia (33,3% del total de pacientes con mutacion
AZFbc). Solo un paciente presentd un cariotipo alterado
(47 XXY), realizandose el diagnostico de sindrome de Kline-
felter. Los pacientes que presentaron microdeleciones no
eran portadores de aneuploidias.
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Tabla 2

Prevalencia de microdeleciones del cromosoma Y en grupos de pacientes segun alteracion seminal

Azoospermia

Oligozoospermia severa Total pacientes

Microdelecion (+) 10 (15,0%)

AZFa 2 (3,0%)
AZFb 1 (1,5%)
AZFc 4 (6,9%)
AZFbc 3 (4,5%)

10 (9,8%)
2 (2,0%)
1(1,0%)
4 (3,9%)
3(2,9%)

O OO oo

Resultados presentados en numero de pacientes afectados (%).

Discusion

La prevalencia de microdeleciones encontrada es similar a
la presentada en estudios internacionales’?. Un estudio de
prevalencia de un haplotipo amerindio en poblacion chilena,
publicado en 2013 por Lardone et al."®, describe una pre-
valencia discretamente mayor (11,1%) de microdeleciones
del cromosoma'Y en sujetos con azoospermia y oligozoosper-
mia severa. La distribucion del tipo de mutacion también se
asemeja a la que se encuentra en la literatura internacio-
nal, siendo AZFc la delecion mas frecuente en pacientes con
infertilidad idiopaticaZ.

Esta prevalencia es semejante a la publicada en otros
grupos'®?'. Por ejemplo, en un grupo de pacientes candida-
tos a ICSI, Oliva et al."® describieron una prevalencia del 16%
de microdeleciones del cromosomaY en pacientes azoos-
pérmicos y del 1,5% en oligozoospérmicos. En el estudio de
Martinez et al.?° la proporcidn de pacientes azoospérmicos
con mutaciones fue del 14%. En un estudio de 94 pacientes
infértiles originarios de Brasil no se observaron microdele-
ciones Yq en los pacientes con oligozoospermia severa??.

Parece que la frecuencia de mutaciones puede depender
del pool génico y del linaje de una poblacién determinada’®.
Diversos trabajos que estudian haplotipos especificos de
distintas poblaciones han tratado de determinar esta rela-
cion. Lo Giacco et al.?’ compararon la frecuencia de
mutaciones de AZF en poblacion infértil espanola y no
espanola. En pacientes con infertilidad idiopatica portado-
res del haplotipo hgr (especifico para poblacion originaria
de Espana) se observo una frecuencia de deleciones sig-
nificativamente menor, comparado con hombres infértiles
de origen no espanol (2,7% vs 7,9%; p<0,05). Asi mismo,
Lardone et al.'® compararon la prevalencia de mutaciones
en AZF y la frecuencia del haplotipo amerindio Qla3a en
pacientes chilenos fértiles e infértiles. Se observé una pro-
porcion significativamente mayor del haplogrupo amerindio
Q1a3a en pacientes infértiles con microdeleciones compa-
rado con pacientes con falla en la espermatogénesis sin
microdeleciones y pacientes control (p<0,01y p<0,05, res-
pectivamente).

Estos resultados apoyan las recomendaciones de diferen-
tes sociedades cientificas en relacion a solicitar el estudio
con cariotipo y microdelecion del cromosomaY a todo
paciente que consulta por infertilidad idiopatica con altera-
ciones cuantitativas severas en los parametros seminales’?>.
Conocer el status genético del paciente tendra consecuen-
cias importantes en la seleccion del tipo de terapia posterior
y la necesidad de consejo genético a la pareja.

El locus AZF del brazo largo del cromosomaY contiene,
seglin los estudios disponibles hasta la fecha, 14 genes

codificadores para proteinas y 2 pseudogenes. Los patro-
nes de delecion existentes —AZFa, P5-proximal P1 (AZFb),
P5-distalP1 (AZFbc), P4-distal P1 (AZFbc), b2/b4 (AZFc)
y AZFc parcial— son producto de la recombinacion intra-
cromosomal entre secuencias homodlogas??“.

El locus AZFa se ubica la region proximal de Yq11. Con-
tiene 2 genes funcionales: USP9Y y DBY. El primero tiene
un rol fundamental en la eficiencia de la espermatogénesis,
el segundo esta involucrado en las fases premeioticas de las
espermatogonias?®. Las mutaciones de AZFa son de baja fre-
cuencia. La delecion completa remueve aproximadamente
792 kilobases (kb), que incluyen los 2 genes candidatos antes
mencionados>?°. La delecidn de este segmento genético blo-
quea la produccion y la maduracion de las células germinales
en los tUbulos seminiferos. El fenotipo que se evidencia en la
biopsia testicular es el sindrome de Sertoli solo (ausencia de
células germinales). Es imposible rescatar gametos viables
para su utilizacion en fertilizacion in vitro (FIV) e ICSI?.

AZFb se localiza en la region media de Yq11. Se superpone
con la region AZFc en 1,5megabases?®. Se han identifi-
cado diversos genes candidatos en esta region, tanto de
copia Unica (EIF1AY, RPS4Y2, CYORF15A, CYORF15B 'y SMCY)
como de copias multiples (XKRY, HSFY, RBMY1A1, PRY, CDY,
BPY2 y DAZ). Todas estas familias génicas poseen un patrén
de expresion especifico para el tejido testicular?®3°. La
deteccion de esta mutacion tiene un valor diagnéstico y
pronostico. El fenotipo observado en las biopsias testicula-
res de estos pacientes es la detencion de la maduracién en
fases premeidticas. Los pacientes se presentan con azoos-
permia no obstructiva y, al igual que con AZFa, es imposible
rescatar gametos viables con las técnicas de extraccion de
espermatozoides desde testiculo (TESE)??".

El locus AZFc se ha mapeado en la zona distal del brazo
largo del cromosoma. Su secuencia comprende aproxima-
damente 4,5 mb. Contiene 21 genes candidatos®. Los genes
mas importantes en esta secuencia son: 4 copias de DAZ, 3
copias de BPY2 y 2 copias de CDY1. Todos los miembros de la
familia de genes DAZ codifican para proteinas involucradas
en la translocacion de ARN mensajero, siendo vitales para
la espermatogénesis®?34. Se han descrito, ademas, delecio-
nes parciales de AZFc producto de la recombinacion de los
sub-amplicones dentro de la region. Dentro de ellas tienen
relevancia clinica para infertilidad: gr/gr, b1/b3 y b2/b3;
la correlacion genotipo-fenotipo de estas alteraciones no es
muy clara hasta la fecha?°.

La correlacion entre genotipo gr/gr y fenotipo pudiera
depender en parte del pool génico de una poblacion
determinada. Los efectos en la espermatogénesis parecen
ser diferentes segin los antecedentes genéticos de la
poblacion®. En un estudio espafiol se comparo la frecuencia
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de la delecion parcial de AZFc gr/gr entre pacientes infér-
tiles candidatos a ICSI y pacientes control. Las deleciones
gr/gr fueron observadas en 11 (5,07%) de 217 pacientes
oligozoospérmicos y en 1 (1,52%) de 66 pacientes azoos-
pérmicos; no se observo la mutacion en ninguno de los 232
controles (p=0,02)*. Sin embargo, en un estudio que com-
pard 218 hombres con falla en la espermatogénesis con 182
controles, todos pacientes de origen chileno (confirmados
por la presencia del haplotipo amerindio Q1a3a), se observo
la presencia de la delecion en 6 y 4 pacientes, respectiva-
mente. Estas diferencias no fueron significativas'®.

Las mutaciones en esta region representan el tipo mas
frecuente de delecion observado en pacientes azoospérmi-
cos y oligozoospérmicos severos. El fenotipo resultante es
diverso, desde azoospermia hasta oligozoospermia mode-
rada a severa>*7:%,

Las variaciones dependen de 4 elementos:

Pool genético del paciente.

Exposicion a factores ambientales.

Tamano de la delecion.

Progresion del daino de la espermatogénesis en el tiempo.

N WN =

En estos pacientes es posible rescatar gametos viables a
través de TESE, teniendo en cuenta que la mutacion sera
transmitida y la descendencia masculina poseera la ano-
malia genética con la alteracion de la fertilidad asociada
a esta>3®,

Por ultimo, las deleciones que ocurren en la zona de tras-
lape entre AZFb y AZFc se denominan deleciones AZFbc. Se
consideran una clase significativa de deleciones recurren-
tes del cromosoma, representando la delecion mas larga
del genoma humano??8. El fenotipo resultante provoca falla
en la espermatogénesis e imposibilidad de extraer esperma-
tozoides viables para su utilizacion en FIV/ICSI?. En este
estudio se observa que un tercio de los pacientes con esta
mutacion eran portadores de criptorquidia, pudiéndose infe-
rir que tanto las alteraciones del desarrollo y migracion
testicular, como la falla en la espermatogénesis, pueden
tener un origen comin y encontrarse dentro del espectro
de fenotipos secundarios a la delecion de la region AZFbc.

En el presente trabajo, ningln paciente con oligozoos-
permia severa era portador de microdeleciones Yq. Esto se
explica porque la mutacion es poco frecuente en pacientes
no azoospérmicos, sobre todo en aquellos con una concen-
tracion > 2 millones/ml, y porque nuestra muestra tiene un
nimero limitado de participantes’'. Al aumentar el nimero
de pacientes es probable que la prevalencia de esta muta-
cion se acerque al 1-2% publicado en otras series'.

En este estudio se confirma que la frecuencia de microde-
leciones del cromosoma Y en poblacion chilena es semejante
a la descrita en poblacion caucasica europea y norteameri-
cana presentada por diferentes grupos. Esta alta prevalencia
en individuos con alteraciones severas de los parametros
seminales hace necesario incluir este examen dentro de la
evaluacion estandar de pacientes con azoospermia y oligo-
zoospermia severa. Solo de esta forma se podra eximir a los
pacientes de eventuales procedimientos largos y costosos
que no lograran obtener un embarazo exitoso, en el caso de
AZFa y AZFb, y se podra realizar consejeria genética antes
de continuar con TRA de alta complejidad que transmitiran

las alteraciones de la fertilidad a la descendencia, en el caso
de AZFc.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacién humana res-
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la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
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la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los
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