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RESUMEN

Se realizé una revision bibliografica con el objetivo de interpretar la repercusion de las
microdeleciones del cromosoma Y en la infertilidad masculina, abordar sus mecanismos moleculares
e identificar la importancia del diagndstico para establecer un manejo adecuado de estos pacientes.
Se utilizaron las bases de datos GOOGLE, MEDLINE, EBSCO, HOST, DOYMA, la Literatura Cubana
de Medicina de los dltimos diez afios; y algunos clasicos de la tematica, localizados en los 6rganos
de informacion del Sistema Nacional de Informacion de Ciencias Médicas. El estudio de la
espermatogénesis ha permitido identificar diferentes factores genéticos implicados en la esterilidad
masculina, localizados en el cromosoma Y: region AZF, que se encuentra divida en cuatro locus
(AZFa, AZFb, AZFc y AZFd), y contienen diferentes genes implicados en el control de la
espermatogénesis, llamados genes candidatos. Las microdeleciones en ellos estan asociadas con
fallos espermatogénicos que se manifiestan como azoospermias y oligozoospermias severas. El
avance en las técnicas de biologia molecular y el mapeo del cromosoma Y ha permitido el
diagnostico de microdeleciones no detectadas en los estudios de cariotipo. El cribado de
microdeleciones en el cromosoma Y permite identificar importantes etiologias dentro de la infertilidad
masculina, posee un valor prondstico y nos permite realizar un adecuado consejo genético a la pareja
y su tratamiento.
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ABSTRACT

A bibliographical review was performed in order to interpret the impact of Y chromosome
microdeletions in male infertility, address their molecular mechanisms and identify the importance of
diagnosis to establish a proper management of these patients. GOOGLE, It was used MEDLINE,
EBSCO HOSTand DOYMA databases, the Cuban Medical Literature of the last ten years, and some
classics on the subject, which are located in the information services of the National Medical Sciences
Information System. The spermatogenesis study has enabled the identification of various genetic
factors involved in male sterility on Y chromosome: AZF region, which is divided into four locus (AZFa,



AZFb, AZFc and AZFd) and they contain different genes involved in spermatogenesis control, called
candidate genes. Microdeletions in them are associated with spermatogenic faults which manifest as
azoospermia and severe oligozoospermia. Advances in molecular biology techniques and mapping
of the Y chromosome has allowed the diagnosis of undetected microdeletions in karyotype studies.
Screening for microdeletions on the Y chromosome can identify important etiologies in male infertility,
it has a prognostic value, allowing to perform adequate genetic counseling to the couple and their
treatment.

Key words: Y chromosome, male infertility.

INTRODUCCION

La infertilidad es un problema que afecta una de cada 6 o 10 parejas. Para otros investigadores de
un 15 a 30 % de las parejas en edad reproductiva son infértiles. La infertilidad se define como la
imposibilidad de una pareja para concebir después de un afio de vida sexual regular, sin la utilizacion
de algun método de regulacion de la fecundidad. La infertilidad depende tanto de factores masculinos
como femeninos.! De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el factor masculino
esta presente aproximadamente en 40 % de las parejas infértiles, generalmente asociado a la calidad
y a la cantidad de esperma, es atribuible a la mujer en el otro 40 % de los casos y el restante 20 %
se atribuye a ambos.*?

La infertilidad masculina se asocia a causas anatémicas (criptorquidia, hipospadias), endocrinas
(hipogonadismo hipogonadotrépico), infecciosas (parotiditis postpuberal, enfermedades de
transmision sexual), nutricionales, traumdticas (consecuencia de cirugia inguinoescrotal),
disfunciones sexuales (eréctiles, eyaculatorias), trastornos inmunolégicos, genéticos, lesiones
neuroldgicas, factores ambientales y tdxicos o idiopaticos.*®

Las causas genéticas involucran a menos del 5 % de los casos de infertilidad masculina, las cuales
son mas frecuentes en la medida que se identifica una concentracion mas baja de
espermatozoides*’. Del 7 al 10 % de los pacientes cuya esperma tiene menos de 5 millones de
espermatozoides por ml, presentan pruebas genéticas anormales.®

Entre los factores genéticos mas frecuentes asociados a la infertilidad masculina estan: Las
anormalidades en el cariotipo y las Microdeleciones en el cromosoma Y.?

Las aberraciones cromosdmicas pueden ser numéricas o estructurales y afectar tanto a los
autosomas como a los cromosomas sexuales. Los cromosomas que tienen hasta el momento un
mayor nimero de aberraciones cromosomicas viables reportadas, son los cromosomas sexuales X
y Y, existiendo notables diferencias entre las aberraciones cromosémicas autosomicas y las
aberraciones cromos6micas sexuales.

Dentro de las aberraciones cromosomicas estructurales encontramos las deleciones que consisten
en la pérdida de un fragmento de un cromosoma y se clasifican de acuerdo con el numero de puntos
de rupturas: en terminales (una sola ruptura) o intersticiales (dos rupturas), perdiéndose el segmento
roto. Por lo general, estas alteraciones son resultado de un error producido durante el desarrollo de
un ovocito o de la célula espermatica.®

Recientes estudios han sugerido una alta prevalencia de microdeleciones del cromosoma Yq en
hombres infértiles; y nos muestran que graves alteraciones seminales se relacionan con
microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y, entre un 10y 15 % de los casos.'° La prevalencia
de estas deleciones en el cromosoma Y oscila entre un 5-10 % de los varones oligozoospérmicos y
un 15 % de los azoospérmicos.'!



La azoospermia es la ausencia de espermatozoides en el eyaculado, representa aproximadamente
entre el 2 y el 3 % de los trastornos de fertilidad masculina vistos en consulta de infertilidad'? y se ha
descrito que el 30 % de los hombres con azoospermia idiopatica tienen deleciones del cromosoma
Y.13 Existen dos tipos de azoospermia: la obstructiva, que se caracteriza por una obstruccion de los
conductos que no permiten el paso de los espermatozoides del testiculo al eyaculado, y la no
obstructiva o secretora, que consiste en una falla en la espermatogénesis (proceso mediante el cual
se originan los espermatozoides en el testiculo), que da lugar a una produccién aparentemente nula
de espermatozoides.*?

El cromosoma Y es necesario para la fertilidad masculina. La infertilidad masculina se ha asociado
con alteraciones estructurales del cromosoma Y en hombres azoospérmicos y seriamente
oligozoospérmicos. El intervalo®® de la banda Yqll de este cromosoma contiene un “factor de
infertilidad” o “factor azoospérmico” (AZF). Esta region consta de por lo menos cuatro zonas(a, b, ¢
y d) que controlan la espermatogénesis. Diferentes deleciones de esta region pueden causar
defectos importantes que van desde azoospermia no obstructiva hasta oligozoospermia?!4 y se han
descrito fenotipos especificos de infertilidad adscritos a cada regién.*®

Estas microdeleciones en el brazo largo del cromosoma Y conducen a la disfuncion de genes vitales
para la espermatogénesis, debido a la pérdida de segmentos especificos de acido
desoxirribonucleico (ADN), considerdndose éstas como la causa genética mas frecuente de
infertilidad, siendo la mas comun la confinada a la region AZFc, que contiene al gen DAZ (involucra
13 % de los hombres azoospérmicos y 6 % con oligozoospermia severa).*6

Los estudios para identificar las deleciones del cromosoma Y se basan en técnicas de amplificacion
del ADN a través de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) que delimita localizaciones de
regiones especificas del cromosoma Y, denominadas “sequence tagged sites” (STS) que son
especificas de un gen o locus.11®

El analisis de la secuencia de genes especificos en el cromosoma Y que codifican para algun
desorden es importante, ya que establece el grado de alteracion del DNA para la apariciéon de la
enfermedad, y nos demuestra la existencia de regiones en el cromosoma Y donde se encuentran los
genes responsables de la espermatogénesis, y permite la implementacion de técnicas diagndsticas
y crean las expectativas en un futuro de desarrollar una terapia génica.56

Esta alteracién genética y seminal se trasmitira al 100% de la descendencia masculina, quienes
también seran infértiles si eligen usar su propio esperma para lograr un embarazo, de ahi que sea
mandatario realizar estudios de zona AZF en todos los varones oligozoospérmicos graves 0
azoospérmicos candidatos a ICSI (intracitoplasmatic sperm injection) para no cometer graves errores
en la utilizacion de esa compleja técnica.l%!3

Dado la importancia que se le confiere a las deleciones del cromosoma Y como causa genética de
infertilidad masculina, la posibilidad de transmisién de este trastorno a la descendencia, y la
eventualidad de detectarse mediante técnicas de PCR, que nos puede servir a la hora de realizar el
consejo genético a la pareja que se va a someter a microinyeccion espermatica los autores
decidieron hacer una revisién bibliografica sobre esta tematica para explorar la repercusion de las
microdeleciones del cromosoma Y en la infertilidad masculina, abordar los mecanismos moleculares
que intervienen en las microdeleciones del cromosoma Y e identificar la importancia del diagnéstico
de las microdeleciones del cromosoma Y para establecer un manejo adecuado de estos pacientes.

DESARROLLO

Antecedentes historicos



e La primera evidencia de un gen presente en el cromosoma Y con significado clinico fue
expuesta en 1959 por Jacobs, Ford et al. Estas observaciones permitieron concluir que el
cromosoma Y es el principal determinante de la diferenciacion sexual masculina, postulando
la existencia de un factor determinante testicular como la principal funcién relacionada con
el cromosoma Y.%"

e Sinembargo, esta opinion ha cambiado recientemente, identificando otra importante funcion:
el control de la espermatogénesis. De hecho, son muchos los genes que se han identificado
y localizado relacionados con la misma. La primera evidencia de la importancia del
cromosoma Y en la espermatogénesis fue postulada por Tiepolo y Zuffardi en 1976 que
identificaron 6 hombres con azoospermia (aproximadamente el 0,5% de los varones infértiles
por ellos estudiados), cariotipo normal pero con deleciones en el brazo largo del cromosoma
Y. A partir de ese momento se empezaron a establecer la presencia de factores genéticos
relacionados con la infertilidad masculina.**%18

e En 1979 Chandley realiz6 estudios posteriores en individuos azoospérmicos que alcanzaron
cifras entre el 14 y 15 % de los varones con delecion del cromosoma Y. Con estos datos se
pensé en la existencia de una zona en el cromosoma Y (Yqll) que abarcaria un gen
relacionado con la fertilidad y se le denominé "Factor de Azoospermia" (AZF).

e Dada la imposibilidad de realizar mayores andlisis sobre el cromosoma Y debido a su
pequefio tamafio y a la no existencia de la tecnologia que lo permitiese, no fue hasta 1996
cuando Vogt PH, Edelmann A, Kirsch S, et al, mediante mapeo con sondas de ADN,
observaron la presencia de hasta tres zonas con influencia en la esterilidad masculina a las
que denominé AZFa, AZFb y AZFc.18

e En 1997 Fuller PJ y burger HG describieron pacientes con oligozoospermia o azoospermia
asociada a microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y (Yq ).*®

e Posteriormente, en la blusqueda de genes relacionados con este factor de azoospermia en
1998: Cooke, Hargreave y Elliot aislaron genes involucrados en la espermatogénesis (AZF,
DAZ, RBM, CDY1)

e En 1999: Kent-First, Muallem et al. estudiaron las regiones del cromosoma Y responsables
de la infertilidad masculina e identificaron en la region AZFd la microdelecién del cromosoma
Y.4

e En el 2000 Foresta C, Moro E, Rossi A, et al; hallaron la delecion de la subregion de los
AZF(Factor de azoospermia) en 6,9 % de los pacientes azoospérmicos u oligozoospérmicos
severos; y de los genes DAZ (localizados en la region AZFc)en 10 % de los pacientes
azoospérmicos.

e En este mismo afio Castro A. Lopez P, Jonson MC, et al; hallaron la microdelecion del
cromosoma Y en pacientes con oligozoospermia severa.

e Foresta C, Moro E, Ferlin Ay Liow SL,Yong, et al; en 2001, también comentaron sobre las
microdeleciones del cromosoma Y y su relacion con las alteraciones en la
espermatogénesis.t’

e En 2002 Oates, Silber et al. estudiaron 42 casos con oligozoospermia o azoospermia donde
se encontraron microdeleciones en la region AZFc
del cromosoma Y, que contiene el gen DAZ.#

e Recientemente mediante técnicas de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se han
conseguido detectar hasta deleciones submicroscépicas que no son visibles a nivel
citogenético, incluso de una sola base.*®

Estructura del cromosomayY

El cromosoma Y es el cromosoma humano mas pequefio, esta compuesto de dos brazos y un
centromero. El brazo largo se denomina Yq y el corto Yp. En regiones distales de ambos brazos se
encuentran secuencias homodlogas al cromosoma X, que se denominan regiones
pseudoautosémicas (PARs). Debido a su elevada identidad de secuencia ambas regiones
recombinan entre si durante la meiosis. Fuera de estas regiones se encuentra la regién no
recombinante (NRY), que consta de secuencias repetitivas homadlogas al cromosoma X y especificas
del cromosoma Y.



Desde el punto de vista citogenético se diferencia una region heterocromatinica distal, Yq12, y una
region eucromatinica proximal Yql1 (subdividida en Yq11.1,11.21, 11.22,11.23) en el brazo largo. El
brazo corto Ginicamente comprende una region eucromatinica denominada Yp11.1t

Empleando una técnica denominada mapeo de deleciones se ha dividido en siete intervalos de
delecion, que posteriormente se subdividieron en subintervalos designados con letras correlativas
del alfabeto: a, b, c,... En el brazo corto se sitlan los intervalos del 1 al 4, y en el largo del 5 al 7 (los
intervalos 5y 6 comprenden la regién eucromatinica de Yq, y finalmente la regién heterocromatinica
se identifica como el intervalo 7)*%%8 (figura 1 y figura 2).

Fig. 1y Fig. 2: Representaciones esquematicas del cromosoma Y.

Posteriormente estos 7 intervalos se subdividieron en 43 subintervalos dando lugar al mapa mas
empleado en la actualidad.*

Gracias a la secuenciacion del cromosoma Y se han podido generar y localizar mas de 300 STSs11
(figura 3); y se ha podido determinar que la mitad del cromosoma Y consiste en repeticiones en
tandem (DNA satélite) y que el resto de secuencia posee pocos genes. En concreto se han
identificado 156 unidades transcripcionales que incluyen 76 genes que codifican para proteinas.
Muchos de estos genes corresponden a duplicaciones o genes de mltiples copias, por lo que estos
76 genes dan lugar a tan solo 27 proteinas distintas.'’

Estos genes en funcién de su localizacién, nimero de copias y patrén de expresion pueden ser
clasificados en 3 grupos:

* Genes pseduoautosOmicos (como ASMTL, MIC2, IL9R). Las secuencias son idénticas en
los cromosomas X e Y. Se expresan, salvo excepciones, en diferentes tejidos.

* Genes localizados en la region NRY homdélogos X-Y (como USP9Y, DBY, UTY).
Codifican proteinas que poseen alto grado de identidad con homdlogos del cromosoma X. Se
expresan en diferentes tejidos, aunque se han identificado transcritos especificos de tejido testicular.

* Genes especificos del cromosoma Y (como DAZ, CDY, PRY) son genes multicopias y
se expresan especificamente en el tejido testicular.



Una excepcion a esta clasificacién es el gen SRY que determina el desarrollo de los testiculos,
siendo especifico del cromosoma Y, en copia Unica y limitada su expresion a la cresta genital, células
germinales y de Sertoli fetales y adultas.*!

Fig. 3: Mapa de los STS a lo largo del cromosoma Y y genes relacionados con la
espermatogénesis

Espermatogénesis

La espermatogénesis depende de una cascada regulada por genes que coordinan la proliferacion
espermatogonial, las divisiones reduccionales y la diferenciacién morfolégica que concluyen con
la maduracion espermatica.!! Es el proceso de meiosis y diferenciacion celular que convierte a las
células germinales primitivas en gametos masculinos maduros (espermatozoides) o células sexuales
maduras aptas para la fecundacién.!® Tiene como finalidad reducir el nimero diploides de
cromosomas, al nimero haploides que se observa en los gametos; lo cual se logra por las divisiones
meibticas que ocurren durante el proceso y ademas modificar la forma de las células germinativas
preparandolas para la fecundacién.?®

La espermatogénesis es un proceso continuo que se inicia en la pubertad. Ocurre en ciclos
sucesivos a lo largo de cada tibulo seminifero de los testiculos. En intervalos regulares de cada 2-
3 semanas se inician nuevos ciclos antes de que se completen los anteriores. Tal sucesion
asegura una produccién continda e ininterrumpida de nuevos espermatozoides hasta la muerte.
(100-200 millones espermatozoides por dia).?

Durante la vida prenatal en el varén ocurre la formacion de un estrato o capa de células germinativas
primordiales (CGP) que se mantienen en reposo desde la sexta semana del desarrollo embrionario
hasta la pubertad, momento en que los tdbulos seminiferos maduran y comienza realmente el
proceso de espermatogénesis, transitando por el periodo de proliferacion donde las CGP(diploides)
en reposo reanudan su desarrollo se dividen varias veces por mitosis, aumentando en ndmero y
acaban diferenciandose a espermatogonias; en el periodo de crecimiento las espermatogonias
crecen y experimentan cambios graduales que las transforman en espermatocitos primarios, que
son las células germinales mas grandes en los tdbulos seminiferos y en el periodo
de maduracion, los espermatocitos primarios dan origen a dos espermatocitos secundarios (casi la
mitad del tamafio de los espermatocitos primarios) durante la primera divisibn meidtica y a cuatro
espermatides haploides en la segunda division. De las 4 espermatides que origina un espermatocito
primario, dos contienen el cromosoma X y las otras dos el cromosoma Y.

En la espermatogénesis ocurre un periodo adicional que es conocido como espermiogénesis en el
que las espermatides experimentan cambios morfolégicos y se transforman en espermatozoides,
estos cambios son: Condensacion del ndcleo, formacién del acrosoma (contiene enzimas que
ayudan a la penetracién del ovocito durante la fecundacién), eliminacion de la mayor parte del
citoplasma, formacién del cuello, pieza intermedia y cola.®%0

Concluida la espermiogénesis (64 dias aproximadamente después del comienzo de la
espermatogénesis) en los tubulos seminiferos, los espermatozoides estan maduros desde el punto
de vista morfolégico pero son inméviles e incapaces de fecundar al ovocito. Son transportados desde



los testiculos al epididimo donde experimentan un proceso de maduracion bioquimica (adquieren
una cubierta de glucoproteinas y modifican su superficie). La maduraciéon bioquimica final y el
equipamiento de energia se producen cuando los espermas eyaculadores se mezclan con las
secreciones de la préstata y las vesiculas seminales durante la eyaculacion.?*

El espermatozoide es una célula altamente especializada bien adaptada para la locomocién y
transportar su material genético hasta el sitio de unién con el ovocito para la formaciéon de un nuevo
individuo.

En un hombre normal vamos a encontrar en su cromosoma Y ademas de los genes especificos para
la diferenciacion de la gonada primitiva en un testiculo, los genes relacionados con la
espermatogénesis.® Cualquier alteracion en los genes que intervienen en la espermatogénesis, es
decir aquellos que se expresan especificamente en el tejido testicular, traerd como resultado una
deficiencia en la produccién de espermatozoides.

Se considera que muchas de las anomalias cromosomicas se producen durante la gametogénesis
(produccioén de los gametos femeninos y masculinos). Estas anomalias pueden producirse en la linea
germinal de cualquiera de los dos progenitores por un error en la meiosis o la fecundacion, o surgir
en las primeras etapas del embrién por errores de las mitosis. Aunque no esta bien esclarecido a
que nivel se producen estas alteraciones, se considera que las células en profase meidtica son las
mas susceptibles.61°

Factor de azoospermia (azf)

Anteriormente nos hemos referido a la presencia de genes especificos del cromosoma Y que se
expresan en el tejido testicular, los cuales estan muy relacionados con la fertilidad masculina. Estos
genes se localizan en el brazo largo del cromosoma Y (Yq 11), regulan la espermatogénesis y se
conocen como azoospermic zone factor (AZF). En los intervalos 5 y 6 del mapa del cromosoma Y se
pueden localizar los distintos locus del AZF.1°

La region AZFa tiene aproximadamente un tamafio de un millén de pares de bases, se localiza en la
zona 5c¢-5d, abarca genes que presentan copias homélogas en el cromosoma X y que ademas se
expresan de manera ubicua.
La AZFb tiene un tamafio de tres millones de pares de bases, se localiza desde 5k hasta 5q y de 6a
a 6b.

La AZFc seria la inicialmente denominada Factor de Azoospermia, tiene un tamafio de 1,4 millones
de pares de bases, se localiza en 6c hasta 6f. Este gen tiene una copia en el brazo corto del
cromosoma 3.

Recientemente se ha descrito otra region denominada AZFd localizada entre la AZFb y la AZFc pero
sin haber encontrado ain ningdn gen en ella.*®

Entre los 3 locus AZF la incidencia de deleciones es mayor en AZFc (60 %), siendo menor en AZFb
(16 %), y en AZFa. 5 % En deleciones combinadas AZFb+c (9 %) es la mayoritaria, mientras que
AZFa+b 2 % y AZFa+b+c (4 %) son menos frecuentes.!

Genes candidatos del AZF

La explicacién de por qué estos locus estan asociados a un fallo testicular reside en la localizacién
de diferentes genes implicados en la espermatogénesis. Debido a su funciébn se expresan
especificamente en el tejido testicular, y se denominan genes candidatos AZF.



Genes candidatos AZFa. Los genes identificados en esta region y delecionados en individuos
infértiles de forma independiente o combinada son:

-USP9Y (ubiquitina-proteasa 9 especifica, cromosoma Y) o (DFFRY) Drosophila Fat-Facets Related
Y).

-DBY (DEADbox del cromosoma Y)
-UTY (motivo TPR del cromosoma Y). Su funcién es desconocida.

El gen USP9Y (DFFRY) codifica una proteina con actividad C-terminal ubiquitina hidrolasa homdéloga
a la proteina faf de Drosophila implicada en la degradacion de factores de transcripcion especificos.
Como consecuencia, USP9Y podria regular la cascada de transduccién de sefiales en la
espermatogénesis.

El gen DBY codifica una proteina que contiene un motivo DEADbox que es caracteristico de las
helicasas de RNA dependientes de ATP y por tanto tiene un papel importante en el metabolismo del
RNA.

Estudios recientes sugieren que deleciones que afectan a varios genes del AZFa actlan
sinérgicamente provocando fenotipos mas severos. El gen que se encuentra con mayor frecuencia
delecionado en AZFa es DBY. Sin embargo, su funcién en el desarrollo de la linea germinal es
todavia desconocida.!!

Genes candidatos AZFb. En este locus se localiza:

-EIFIAY (Factor de iniciacion de la traduccion 1A)
-RBMY (Motivo de unién al RNA del cromosoma Y)
-HSFY (Factor de choque térmico del cromosoma Y)

EIFIAY codifica la isoforma Y del elF-A.
Su expresion es independiente de tejido, pero existen transcritos especificos de tejido testicular.

El primer gen identificado como gen candidato de la espermatogénesis se localiz6 en el AZFb, y se
denomind: RBMY consiste en una familia multicopia de genes (30-40 copias) muchos de los cuales
son pseudogenes y se encuentran repartidos en todo el cromosoma Y. Codifican proteinas nucleares
gue contienen motivos de union al RNA.

Existen genes homoélogos localizados en el cromosoma X (RBMX), sin embargo su expresion es
inespecifica de tejido. Sélo los que estan localizados en la region AZFb y organizados en tandems
repetitivos se expresan en células germinales, presentando una funcion directa en la
espermatogénesis actuando sobre el procesamiento y maduracion del mRNA. Por todo ello, se
convierte en el gen candidato mas importante. El hecho de la existencia de muchas copias del gen
implica que se necesitan grandes cantidades de producto para poder obtener un recuento
espermatico adecuado. La delecién de ciertas copias (efecto dosis) podria manifestarse como
oligozoospermias, mas que como azoospermias debido a los niveles insuficientes de transcritos, en
lugar de la ausencia de uno particular.

El gen HSFY tiene importantes implicaciones en la espermatogénesis y delecionado en
azoospérmicos. Esta constituido por una familia multicopia de genes repartidos en todo el
cromosoma Y, codifica una proteina nuclear que contiene motivos de unién al DNA, y sufre una
translocaciéon al citoplasma en diferentes fases del proceso espermatogénico. Se expresan
especificamente en las células de Sertoli y células germinales. La delecion de este locus siempre se
ve acompafiada de RBMY.!!



Genes candidatos AZFc: En este locus también se ha identificado la presencia de una familia de
genes multicopia con la tipica disposicion de repeticiones en tandem, llamados genes DAZ

(Deleted in Azoospermia). Su expresion se da a nivel de tejido testicular y se sabe que éste
codifica para proteinas de enlace de RNA. Asi mismo, posee influencia sobre el destino de la célula
espermatogoénica, bloqueando o facilitando la diferenciacion celular, la cual altera la expresién de
proteinas que se encargan de la diferenciacién post-meidtica de esta célula gamética.®

El gen DAZ codifica una proteina con un dominio N-terminal de unién a RNA y un C-terminal con
secuencias repetidas de 24 aminoacidos. La expresiéon de DAZ comienza en las espermatogonias,
siendo maxima en los espermatocitos primarios y volviéndose a reiniciar en las colas de los
espermatozoides maduros. Los transcritos localizados en las células germinales pueden regular el
almacenamiento o transporte de mRNA especificos. La complejidad de expresion de este gen se
incrementa debido al elevado nimero de copias (efecto dosis) y a los distintos transcritos que se
pueden obtener de cada gen por el splicing alternativo. Aunque DAZ no es el Unico gen en la region
distal de Yq, su elevada prevalencia de deleciones en individuos infértiles lo convierte en el mejor
candidato AZFc.*t17

Se ha observado que las deleciones en Yq que incluyen los DAZ ocurren de novo y no estan presente
en los padres o hermanos fértiles de varones infértiles, lo cual es consistente con su papel causal en
la infertilidad masculina.

Sin embargo, la transmision vertical de una delecion que involucra el gen DAZ, desde padre a hijo
ha sido informada solo en pocos casos. En un reciente estudio realizado por Elkin Lucena vy
colaboradores sobre la determinacién de deleciones en hombres infértiles se reporté una familia que
presenta delecién del gen DAZ durante tres generaciones en linea directa. Esto provee evidencia de
gue una delecién en Yq puede originar una expresion fenotipica variable en los diferentes individuos
analizados dentro de un mismo nucleo familiar, lo que es clinicamente significativo, ya que la
presencia de una delecién no es absolutamente un marcador para infertilidad y puede estar asociado
con aparente fertilidad que en la segunda o tercera etapa de la vida puede conducir al desarrollo de
un fenotipo testicular severo como azoospermia no obstructiva.'®

Otros genes identificados en AZFc son: CDY1l, BPY2, PRY (tirosin fosfatasa)
y TTY (transcritos especificos de tejido testicular de funcion desconocida).

La funcion de estos genes es desconocida, sin embargo comparten caracteristicas comunes: son
genes multicopia, se expresan so6lo en tejido testicular y son especificos del cromosoma Y. La
implicacion de estos genes en la espermatogénesis es desconocida, ya que siempre su delecién se
encuentra asociada a DAZ, no pudiendo ser considerados como genes candidatos verdaderos.

Manifestacion fenotipica de los azf

De modo que, microdeleciones en estos locus estan asociadas con fallos espermatogénicos
manifestandose como azoospermias y oligozoospermias severas con diferentes patologias
testiculares desde SCOS (Sindrome de solo células de Sertoli) hasta hipoespermatogénesis.!!

En los Ultimos afios se ha tratado de correlacionar los diferentes tipos de deleciones y su posible
manifestacion fenotipica, es decir, su repercusion sobre la fertilidad masculina.18 Actualmente a mas
de 4 800 hombres infértiles se les ha realizado tamizaje para deleciones en este cromosoma las
cuales determinan las posibles causas de los fenotipos de azoospermia no obstructiva y
oligozoospermia severa que involucran en el mayor de los casos la regién AZFC en la cual se localiza
la familia del gen DAZ.16



Hasta el momento, poco se sabe sobre la bioquimica o la biologia de las proteinas codificadas por
los genes del cromosoma Y. Se sabe que algunas podrian intervenir en el proceso de maduracion
espermatica, a través de su actuacion en los procesos postranscripcionales, otras durante la fase de
mitosis 0 meiosis.

Evidencias derivadas de la histologia testicular sugieren que la espermatogénesis se interrumpe en
la misma fase cuando se producen deleciones de la misma region. Es decir, deleciones localizadas
en puntos concretos del cromosoma Y actuarian en una etapa especifica de la espermatogénesis.*®

De este modo, la delecién de la regién AZFa se asocia con el Sindrome de solo células de Sertoli
tipo | (SCOS) en los que los individuos afectados presentan testiculos pequefios, poblados
Unicamente con células de Sertoli y azoospermia. Mas raramente asociadas a oligozoospermias
severas por hipoespermatogénesis severas, y bloqueo de la maduracién. Diferentes estudios
muestran que deleciones del gen DBY en la regibn AZFa estan asociados tanto a SCOS como a
hipoespermatogénesis severas, sugiriendo que este gen puede regular las primeras fases del
proceso espematogeénico o la actividad de las espermatogonias. Por el contrario la delecién de
USP9Y, asi como su mutacién puntual determinan sélo hipoespermatogénesis.!?

Cuando tenemos deleciones de la AZFb, se observa en la mitad de los casos un bloqueo de la
meiosis. Las poblaciones de espermatogonias y de espermatocitos primarios son normales, sin
embargo no se observan células germinales postmei6ticas, no obteniendo espermatozoides validos
para ICSI en la puncion testicular. Lo que ha sugerido que su deteccion implique la contraindicacién
de la ICSI. La heterogeneidad de las alteraciones espermatogénicas observadas en los portadores
de deleciones en AZFb indican multiples funciones de RBMY durante la espermatogénesis o bien la
existencia de otros genes localizados en esta region que pueden actuar en combinacién con RBMY,
siendo su presencia 0 ausencia quien modula el fenotipo. Por todo ello, deleciones en AZFb se
manifiestan frecuentemente como azoospermias, siendo las oligozoospermias severas menos
frecuentes. 118

Las deleciones en la region AZFc estan asociadas tanto a azoospermias como a oligospermias
severas. La histologia testicular puede variar desde SCOS hasta hipoespermatogénesis y bloqueo
de la maduracion detenida en el estado de espermatida. La mayoria de los tdbulos seminiferos
poseen sélo células de Sertoli, y en algunos se observan células germinales. Es la causa molecular
mas clara relacionada con la esterilidad. Los dafios sobre el gen DAZ no transmiten un efecto claro
sobre la espermatogénesis debido a la presencia de multiples copias del DAZ en la AZFc y en el
cromosoma 31822

En cualquier caso, la ausencia de DAZ parece ser insuficiente para determinar la pérdida completa
de la linea espermatogénica, aunque reduce el nimero celular o altera su proceso de maduracion.
Es posible que el dafio tisular causado por deleciones en DAZ sea progresivo de modo que pacientes
oligozoospérmicos puedan convertirse en azoospérmicos con el tiempo. Este hecho posee una gran
importancia ya que la crioconservacion en estos casos, puede evitar técnicas invasivas en un
futuro.

La delecion AZFd se ha encontrado asociada con oligozoospermia o con esperma normal en
nameros pero con anormalidades morfologicas (teratozoospermia), en general formas normales en
proporcién menor al 10 %.2:18

Las deleciones que afectan a mas de un locus muestran fenotipos homogéneos y en general
severos: azoospermias manifestadas como SCOS. Tales deleciones revelan el efecto sumatorio de
cada delecion independiente. Sin embargo, microdeleciones de un Unico locus pueden ocasionar
fenotipos heterogéneos, por lo que deleciones similares o idénticas puedan causar distintos efectos
en la espermatogénesis.



No obstante, los estudios que correlacionan el tipo de delecion con el fenotipo no establecen
conclusiones definitivas, dado que estan basados en grupos con pocos sujetos y por lo tanto no
susceptibles de someterse a andlisis estadisticos.'%18

Los defectos asi detectados sugieren que conforme se alejan del centrémero las regiones del brazo
largo del cromosoma Y, van interviniendo en fase mas avanzadas de la maduracién espermatica. La
AZFa en la espermatogénesis prepuberal, la AZFb en la maduracion de las células germinales y la
AZFc en la maduracién postmeiotica. Asi mismo, la probabilidad de delecion es mayor cuanto mas
al extremo del cromosoma se encuentre la region delecionada. De este modo la frecuencia de
delecion AZFa es del 1-5 % de los varones azoospérmicos y la del AZFc es del 15 %. A mayor
delecion los defectos en la espermatogénesis seran mas graves, en cualquier caso la frecuencia de
deleciones es mayor en pacientes azoospérmicos gue en los oligospérmicos.®

Actualmente, existen varios puntos controvertidos sobre la relacién entre microdeleciones del
cromosoma Y y la infertilidad masculina. Solamente se detectan estos defectos en aproximadamente
un 15 % de los pacientes.

Para explicar esto se han postulado varias posibilidades. La primera apunta la posibilidad de la
presencia de mosaicismos por lo que la poblacién de leucocitos en la que se realiza el estudio
cromosomico fuese normal, y sin embargo, las células del tejido germinal responsable de la
produccién espermatica si presentasen deleciones. Esto estaria también apoyado por el hecho de
que entre varones gemelos univitelinos uno de ellos sea azoospérmico y el otro no.*®

En el estudio realizado por Elkin Lucena y colaboradores también se incluy6 un paciente portador de
una delecion, donde la muestra de sangre de su padre fue negativa para la delecién, pero al analizar
la muestra de semen, se encontré una delecion idéntica a la del paciente, lo que indica que el
paciente heredo la delecién en Yq de su padre y que esta era de linea germinal y no somatica,
confirmando la presencia de mosaico de linea para la delecion.®

Otra explicacion seria que las sondas de PCR utilizadas no siempre son capaces de detectar la
presencia de microdeleciones, puesto que a veces estas serian muy puntuales.

En otros casos lo que ocurriria seria un defecto en la expresion de los genes responsables de la
espermatogénesis.

Se debe resefiar que en algunos casos en los que se ha detectado deleciones en el cromosoma Y,
no se presenta alteraciones en la produccién espermatica. Esto se explicaria por la presencia de
copias de estos genes en otras zonas del cromosoma Y o en otros cromosomas (como el DAZ en el
cromosoma 3). En otros casos, se ha comprobado como con el paso de los afios se empieza a
producir una disminucién progresiva en el nimero de espermatozoides del eyaculado, lo que
sugeriria una pérdida de la capacidad de expresién de las copias del gen afectado.18 Brandell
describe que todo paciente infértil sin espermatozoides en su eyaculado antes fue fértil y tuvo un
recuento espermatico normal. EIlkin Lucena y colaboradores estudiaron hombres infértiles con
deleciones en el cromosoma Y y detectaron un caso que previamente fue normozoospérmico, pasoé
por oligozoospermia severa y, después de algunos afios, llegé a ser azoospérmico (fenotipo
testicular severo).'®

Origen de las microdelecciones azf

Estudios familiares revelan que en la mayoria de los casos las microdeleciones en AZF son de novo.
Es posible que en los padres la linea germinal sea un mosaico de tales deleciones, mientras que en
sangre periférica conserven el cromosoma Y intacto. De este modo la delecidn se podria transmitir
a la siguiente generacion, pero no se detectaria en DNA paterno. Se desconoce a qué nivel puede
ocurrir la delecién, aunque los espermatocitos primarios en profase meiética son probablemente las



células mas susceptibles. EI mecanismo por el cual ocurre la deleciéon no esta claro, ya que sélo
determinadas regiones del cromosoma Y recombinan con el cromosoma X y ninguna recombinacién
ocurre en la regibn AZF. A pesar de ello el cromosoma Y es el cromosoma humano que
espontaneamente mas material genético pierde. La elevada inestabilidad del cromosoma Y se
explica por el alto porcentaje de secuencias repetitivas, entre las cuales pueden darse
recombinaciones intracromosémicas que causen la pérdida de material genético y por tanto la
microdelecion. Asi mismo, como consecuencia de reajustes complejos se pueden producir, incluso,
dobles deleciones intersticiales, generandose la pérdida constante de genes o familias de genes
importantes para la espermatogénesis; esto ratifica la hipotesis de que las deleciones de novo en
regiones del cromosoma Y(q, son frecuentes en hombres con fenotipos testiculares severos que
comprometen la inestabilidad del genoma en las siguientes generaciones. Determinados factores
genéticos o ambientales especificos pueden producir mayores proporciones de espermatozoides
con la microdelecion de novo, que podrian competir con espermatozoides no portadores de
deleciones para fertilizar al ovocito.1%16

Otro nivel en el que la delecidon puede ocurrir es durante las primeras fases del desarrollo
embrionario. En cualquier caso, el origen de novo de las microdeleciones AZF de varones infértiles
es fundamental para establecer el papel patogénico en la pérdida de la funcién espermatogénica.!!

No se conoce la prevalencia de las mutaciones y deleciones del AZF en la poblacion general de
varones. Aproximadamente el 2 % de varones infértiles sin otras alteraciones tienen graves defectos
en la produccién de esperma, y las deleciones o mutaciones de novo pueden constituir una
importante proporcion de estos. Por tanto en los varones con infertilidad idiopéatica es importante
realizarles estudios citogenéticos y analisis molecular del cromosoma Y.23-26

Métodos de deteccidn

Una vez que ha sido elaborado el mapa de marcadores de PCR del cromosoma Y, mas de 300 STSs
han sido fisicamente localizados. Cada STS sirve como marcador de posicion cromosémica, pues
detecta secuencias conocidas de DNA gendmico y su amplificacién normal por PCR indica la
presencia de esta secuencia en el cromosoma Y, mientras que la no amplificaciéon por PCR de uno
0 mas de estos STS en un segmento cromosdmico sugiere una delecién. Un STS debe ser especifico
para un gen o familia de genes o puede detectar secuencias anénimas. Algunos STS pueden ser
polimorfismos normales y no deben ser incluidos en un cribado de deleciones del cromosoma Y. 211.15

Las técnicas moleculares de STS-PCR logran amplificar las distintas regiones del cromosoma Y y
se llevan a cabo a partir de DNA gendémico extraido de linfocitos de sangre periférica. Los fragmentos
amplificados se exponen a electroforesis y se identifican mediante tincion que puede ser de bromuro
de etilo.10 Estas técnicas nos permiten identificar microdeleciones no detectadas mediante el estudio
de cariotipo.1®

El nimero de STSs empleado en el screening es variable, la Red de Calidad Europea de Genética
Molecular (EMQN) intenta estandarizar los métodos de cribaje, estableciendo en 2 o 3 STSs por
locus AZF los minimos necesarios para poder detectar el 90 % de las microdeleciones del
cromosoma Y. El rapido progreso de las técnicas de biologia molecular nos podran permitir en un
futuro cercano mejorar la calidad y rapidez del diagnostico.?

Implicaciones clinicas

El estudio de microdeleciones en AZF puede ayudar al desarrollo de mejores métodos diagndésticos
y un mayor conocimiento de la espermatogénesis. Muchos factores, incluso la mayoria de
secuencias repetitivas del cromosoma Y complican la interpretacion de los resultados de las
microdeleciones en AZF y el estudio de genes candidatos que tienen funciones criticas en la

espermatogénesis. En cualquier caso, varones con oligozoospermias severas deben ser analizados



para microdeleciones en AZF, ya que si consideramos la progresion del fallo espermatogénico,
varones oligozoospérmicos pueden convertirse en azoospérmicos con el tiempo. Como
consecuencia, en estos casos se debe sugerir la crioconservacion para evitar técnicas mas invasivas
en un futuro.

La prevalencia de microdeleciones del cromosoma Y en pacientes con azoospermia no obstructiva
varia de 7,8 a 21 % y en los casos con oligozoospermia es de 0 a 4,3 %. La mayoria de estos
pacientes son candidatos para la realizacion de la inyeccién intracitoplasmatica de espermas (ICSI)
gue permite la fertilizacion con un solo espermatozoide.?

Diferentes estudios con ICSI en pacientes con microdeleciones del cromosoma Y, revelan resultados
alentadores en cuanto a la tasa de embarazo se refiere. Sin embargo, en la decision reproductiva
tomada por portadores de microdeleciones el consejo genético juega un papel importante, ya que se
ha observado en estos casos un ligero incremento en el nimero de anormalidades cromosémicas,
ademas de que implica la transmisién directa de tal delecion a la siguiente generacién conduciendo
a una esterilidad familiar.>1%:2* Esta posibilidad traeria como resultado que todos los fetos masculinos
fuesen portadores de la misma delecién paterna con resultado obligado de varones infértiles, siendo
todas las hembras normales, lo que viene a confirmar la necesidad de realizar estudios genéticos en
varones con azoospermia u oligozoospermia severa.'®> Ademas se deberia, en su momento ofrecer
a los hijos de portadores de microdelecion la criopreservacion de esperma dada la posibilidad del
paso de oligospermia a azoospermia y poder preservar la capacidad reproductiva.'®

De este modo cuando exista azoospermia no obstructiva u oligospermia severa y se detecte la
presencia de deleciones del cromosoma Y, se informara a la pareja de la gran probabilidad que el
origen sea genético y por tanto se pueda transmitir a la descendencia masculina.

Por todo ello, seria adecuado ofrecer un diagnostico genético prenatal, o incluso preimplantacional,
para revelar el cariotipo fetal y asi descartar la posibilidad de microdeleciones del cromosoma Y .24

Aunque no hay estudios amplios relacionados con las causas genéticas de la infertilidad
masculina los autores considera que el estudio de las microdeleciones del cromosoma Y pueden
aportar un mayor conocimiento de la espermatogénesis.

El avance de la biologia molecular permite un diagndstico mas exacto de los hombres infértiles y
demuestra la importancia de las microdeleciones del cromosoma Y en la infertilidad masculina.

Existen genes especificos del cromosoma Y implicados en la infertilidad masculina que se localizan
en su brazo largo y se conocen como azoospermic zone factor(AZF).

El conocimiento actual sobre la importancia de las microdeleciones del cromosoma Y en la fertilidad
masculina y su diagndstico nos puede servir para realizar un adecuado consejo genético a la pareja
y Su tratamiento.
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