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Resumen

La infertilidad es un problema de salud que afecta a mas del 10% de las parejas en edad re-
productiva a nivel mundial. Entre 40 - 50 % de los casos se deben a un factor masculino, siendo las
microdeleciones del cromosoma Y la segunda causa genética mas comun. Durante la taltima década,
diversos estudios han asociado la ocurrencia de microdeleciones en la region del Factor de Azoos-
permia (AZF por sus siglas en inglés) con oligozoospermia severa y azoospermia. Sin embargo, estas
investigaciones no abordan la prevalencia de esta alteracién cromosomal en la poblacion latinoame-
ricana. Por lo que se implementé el método de PCR multiplex recomendado por EAA /EMQN para
la deteccion de las seis microdeleciones de mayor relevancia clinica. Este método fue modificado
exitosamente para el utilizar muestras de hisopado de cavidad para la extraccion de ADN genémico
en lugar de puncién venosa. Se identificaron microdeleciones en ocho de los 24 participantes con
problemas de fertilidad, 5 de ellos con oligozoospermia severa y 3 con azoospermia no obstructiva.
Las microdeleciones mas comunes se identificaron en AZFa, mientras que solo se identifico un pa-
ciente con delecion de AZFb. Durante este estudio no se detectaron deleciones en AZFc a pesar de
ser las mas comunes a nivel mundial, por lo que se recomienda ampliar del panel de marcadores
STS evaluados. Ademas, debido a la incidencia de esta patologia se sugiere ampliar el tamafio de la
muestra analizada con tal de reclutar una mayor cantidad de individuos con problemas de fertilidad.
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CAPITULO 1

Introduccién

La infertilidad es un problema de salud publica que afecta entre el 10% al 15% de las parejas
en edad reproductiva a nivel mundial (Ambulkar y cols., 2014). Aunque esta condicion se puede
deber a muchas causas, se ha identificado que el 50 % de los casos presentan un problema de factor
masculino. Por lo que, en cualquier clinica de fertilidad, previo a iniciar un tratamiento con téc-
nicas de reproduccién asistida (TRA), se debe realizar con un estudio andrologico que incluye el
analisis de semen para orientar el diagnostico del paciente a un problema anatémico o endocrino
(Dominguez y Reijo Pera, 2013). Sin embargo, la infertilidad masculina también puede presentar
causas genéticas como las microdeleciones del cromosoma Y. Esta es la segunda causa genética de
infertilidad masculina méas comun, con una prevalencia promedio de 7.5 % e incidencia de hasta 10 %
a nivel mundial (Colaco y Modi, 2018). Se define como pequeiias pérdidas submicroscopicas de ADN
en el brazo largo del cromosoma Y, especificamente en la region del Factor de Azoospermia (AZF).
Durante la dltima década, la pérdida de segmentos y genes especificos de las secciones activas de
AZF se ha asociado con dos condiciones clinicas: oligozoospermia severa y azoospermia (Sha y cols.,
2020; Krausz, Escamilla, y Chianese, 2015)

La azoospermia se define como la ausencia total de espermatozoides en el eyaculado, donde el
7 — 23% de los casos a nivel mundial se atribuyen a deleciones en el cromosoma Y. Mientras que
la oligozoospermia severa, condiciéon en que la concentraciéon de espermatozoides por mililitro de
eyaculado es menor a 5 millones y la movilidad espermatica se encuentra reducida, estd asociada
hasta con el 8% de los casos causados por esta condicion genética (Alonso-Cerezo y cols., 2018).
Hasta la fecha se han identificado tres tipos basicos de microdeleciones completas del cromosoma
Y, clasificadas segin la region del factor de azoospermia afectada. Estas pueden ser microdeleciones
en la subregion AZFa, AZFb o AZFc. Siendo estas ultimas las mas frecuentes ( 80 %), seguidas por
AZFa (0.5 — 4%), AZFb (1 - 5%) y por ultimo AZFbc (1 — 3%) (Alonso-Cerezo y cols., 2018;
Johnson y cols., 2019)

Durante la dltima década, miltiples investigadores han descrito la ocurrencia de las microde-
leciones del cromosoma Y en hombres infértiles en todo el mundo. Sin embargo, la mayoria de los
estudios abordan poblaciones asiaticas y europeas, pero no latinoamericanas. Por lo que tomando es-
to en cuenta, junto al alto costo de los TRA en Guatemala y que las microdeleciones del cromosoma
Y son una condiciéon completamente heredable entre la descendencia masculina (Rodriguez Salvador,
2018). En este trabajo se plantea el implementar y optimizar un método molecular para la deteccion
de las seis microdeleciones del cromosoma Y mas comunes, por medio de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) multiplex, a partir de células de la cavidad bucal recolectadas mediante hisopado.



Esto no solo con el fin de establecer relaciones genotipo — fenotipo, entre el diagnéstico androlégico
del paciente y las microdeleciones detectadas. Sino también para ofrecer al paciente un método de
alta precisién a partir de una toma de muestra mas rapida y menos invasiva.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Implementar un método de diagnéstico molecular para la deteccion de microdeleciones del cro-
mosoma Y a partir de hisopado de cavidad bucal, en pacientes con azoospermia u oligozoospermia
severa.

2.2. Objetivos especificos

= Realizar un estudio piloto para comparar la efectividad del uso de muestras de hisopado de
cavidad bucal versus muestras de sangre periférica para la deteccion de microdeleciones en el
cromosoma Y mediante reacciéon en cadena de la polimerasa multiplex.

s Optimizar una PCR multiplex, para la deteccion de microdeleciones del cromosoma Y en
pacientes con azoospermia u oligozoospermia severa a partir de hisopado de cavidad bucal.

» Correlacionar las microdeleciones del cromosoma Y detectadas con las manifestaciones clinicas
observadas en los sujetos del estudio.



CAPITULO 3

Justificacién

La infertilidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (2021) como la incapacidad
de una pareja, en edad reproductiva, para concebir un embarazo luego de 12 meses continuos de
relaciones sexuales sin utilizar métodos anticonceptivos. Este problema afecta alrededor del 15 % de
las parejas a nivel mundial, y aunque se puede deber a diversos factores hasta el 50 % de los casos
suelen presentar una causa masculina (Krausz y Riera-Escamilla, 2018). Actualmente, se reconoce
que entre el 15 — 20 % de estos casos se deben a razones genéticas como anormalidades cromosémicas,
mutaciones en genes autosomicos o microdeleciones del cromosoma Y (Akinsal, Baydilli, Diindar,
y Ekmekgioglu, 2018). Estas ultimas se definen como pequenas pérdidas de ADN del brazo largo
del cromosoma Y, las cuales no son visibles bajo el microscopio y corresponden a la segunda causa
genética de infertilidad mas comtin con una incidencia global de 2 — 10% (Riquenes, Teruel, Mesa,
Pena, y Heredia, 2017).

En el alelo 11 del brazo largo del cromosoma Y (Yqll) se encuentra el locus, factor de azoos-
permia (AZF). Este se encuentra conformado por tres regiones (AZFa, AZFb y AZFc) de diferentes
longitudes que albergan més de 14 genes fundamentales para el control de la espermatogénesis
(Pérez y Pérez, 2013). Cada una de estas regiones puede ser eliminada de forma independiente o en
combinacién, por lo que estas microdeleciones han sido identificadas como la causa de una esper-
matogénesis defectuosa en el 1 — 8 % de los hombres que presentan oligozoospermia severa y en el 7
— 23 % de los hombres con azoospermia no obstructiva (Akinsal y cols., 2018; Rodriguez Salvador,
2018). La azoospermia, una condiciéon facilmente diagnosticable a partir de un espermograma, se
define como la ausencia total de espermatozoides en el eyaculado. A esta se le atribuyen entre 2 —
3% de los trastornos masculinos vistos en la consulta de infertilidad (Pérez y Pérez, 2013; Kleiman
y cols., 2012). Mientras que a la oligozoospermia severa, condicion diagnosticada cuando el recuento
de espermatozoides es menor a 5 millones por mililitro de eyaculado, se le atribuyen el 30 % de los
casos de microdeleciones a nivel mundial (Jensen, Fode, Ostergren, y Sgnksen, 2019).

Aunque con el avance y mejora de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) ha sido posible la
reproducciéon para hombres con las condiciones antes mencionadas, esto también ha provocado un
mayor interés en el papel que desarrollan las microdeleciones del cromosoma Y en este problema.
Ya que se conoce que los distintos fenotipos histopatologicos se correlacionan con el sitio de la
microdelecion, pues las deleciones completas de AZFa y AZFb se suelen asociar con azoospermia,
mientras que la delecién completa de AZFc se relaciona con hipoespermatogénesis que conduce a
criptozoospermia, oligozoospermia o azoospermia (Sha y cols., 2020; Colaco y Sakkas, 2018). Por
lo que, la deteccion de microdeleciones en AZF antes de someterse a tratamientos con TRA es una



herramienta de diagnoéstico fundamental para el pronostico del procedimiento. Por esto, el diagnéstico
molecular de dichas alteraciones es primordial. Sobre todo, en la sociedad guatemalteca donde el
costo de las TRA es considerablemente alto para la mayoria de la poblacién. Ademés, que las
microdeleciones del cromosoma Y son una condiciéon completamente heredable entre la descendencia
masculina (Rodriguez Salvador, 2018).

Por lo tanto, se plantea optimizar un método de diagnéstico molecular de las microdeleciones del
cromosoma Y por medio de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex con sequence-
tagged sites (STSs) especificos, a partir de células de la cavidad bucal recolectadas mediante hiso-
pado. Esto para demostrar que la efectividad y precision de la técnica con ADN extraido de células
recolectadas por medio de hisopado es la misma que para leucocitos extraidos de sangre venosa
como ha sido previamente validado. Y asi establecer un método de toma de muestra menos invasivo
para el paciente, que brinde un diagndstico de la misma calidad, en un menor tiempo. Ademas, los
resultados de este estudio serviran para establecer la prevalencia de las microdeleciones en AZF en
una poblacion diferente a las previamente analizadas, y junto a esto, correlacionar la incidencia y
tipo de delecion con las condiciones clinicas observadas en los sujetos.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Infertilidad masculina

La infertilidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (2021) como la incapacidad
de una pareja, en edad reproductiva, para concebir un embarazo luego de 12 meses continuos de
relaciones sexuales regulares sin utilizar métodos anticonceptivos. Este es un problema de salud
publica, con impacto psico-socioeconémico, que actualmente afecta entre el 10 — 15 % de las parejas
a nivel mundial (Ambulkar y cols., 2014). Aunque se considera que este es un problema con diversas
causas, se ha identificado que el 50 % de los casos se deben a un factor de infertilidad masculina.
Esta condicion se puede clasificar como no idiopéatica cuando se conoce la causa como componentes
congénitos, endocrinos, inmunoldgicos o incluso por el estilo de vida; mientras que se considera un
caso de infertilidad idiopatica cuando no se conoce qué la provoca (Colaco y Sakkas, 2018).

Previamente, Gholami y colaboradores (2017) estimaron que mas de 30 % de los casos de inferti-
lidad masculina se deben a anormalidades en la producciéon de espermas por un defecto genético. Ya
que estos alteran los parametros normales del semen o causan condiciones como azoospermia. Las
anormalidades cromosomicas causantes de estos defectos presentan una alta incidencia (12.7 %), don-
de las anomalias estructurales (11.7 %) y numéricas (0.94 %) se suelen detectar mediante cariotipo
(Chabchoub, Kdous, Zhioua, Gaied, y Merdassi, 2019; Gongalves y cols., 2017). Sin embargo, existe
otra causa genética de infertilidad masculina, las microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y.

4.1.1. Microdeleciones del cromosoma Y

Durante la dltima década, varios autores han reportado una estrecha relacién entre la infertilidad
masculina y las microdeleciones del cromosoma Y. Estas se definen como pérdidas submicroscopicas
de ADN en la region proximal del brazo largo del cromosoma Y (Akinsal y cols., 2018). Y debido a
que su incidencia en hombres infértiles es mas de 10 veces mayor que en la poblacién general, también
se le considera la segunda causa genética de infertilidad masculina mas comiun (Rives, 2014).

El cromosoma Y es uno de los méas pequenos en el genoma humano, correspondiendo a 2 —
3% del genoma haploide. En gran parte este es heterocromatico, pobre en genes y tnicamente se
recombina con su homologo en sus regiones pseudoautosomicas ( 5%). Al resto del cromosoma se
le conoce como region Y especifica para hombres o MSY, donde aproximadamente dos tercios estén



compuestos por tres bloques de secuencias altamente repetitivas llamadas subregiones del Factor de
Azoospermia (AZF, por sus siglas en inglés) (Kohn, Kohn, Owen, y Coward, 2019; Colaco y Sakkas,
2018).

Este locus se encuentra en el alelo 11 del brazo largo del cromosoma Y. A sus subregiones se
les denomina AZFa, AZFb y AZFc, y son conocidas por contener multiples sitios fragiles altamente
susceptibles a deleciones, posiblemente causadas por errores durante su auto-recombinacion (Colaco
y Modi, 2019). Estas regiones difieren en sus longitudes, mientras albergan mas de 14 genes que son
criticos para la correcta espermatogénesis y desarrollo de gonadas masculinas (Pérez y Pérez, 2013).
Cada una de estas regiones puede ser eliminada de forma independiente o en combinacion, causando
la remocion completa o parcial de secciones de AZF. Un metaestudio realizado por (Colaco y Modi,
2018) identifico la prevalencia promedio de microdeleciones del cromosoma Y en aproximadamente
el 7.5 % de los hombres infértiles a nivel mundial, siendo posible observar variaciones de su frecuencia
segun la ubicacién geografica y grupo étnico al que pertenecen como se muestra en la Figura 1.

[] <25%
Al 26-50%
Wsi-75%
B 7s-100% : H
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Figura 1: Prevalencia de microdeleciones de AZF en hombres infértiles a nivel mundial
(Simoni y cols., 1999).

Factor de azoospermia

Como los demés cromosomas, el cromosoma Y estd compuesto por un brazo corto (p) y un brazo
largo (q) que se unen por una region centromica (P. H. Vogt, Bender, Zimmer, y Strowitzki, 2017). Sin
embargo, este cromosoma presenta una estructura tnica y compleja a la vez, porque no se recombina
con su homologo, el cromosoma X, durante la meiosis masculina. Dentro del brazo largo se ubica el
factor de azoospermia (AZF) que previamente ha sido asociado con pacientes azoospermicos. Este
se compone por tres subregiones: AZFa, AZFb y AZFc. Originalmente se creia que estas regiones
no se encontraban sobrepuestas, pero en los iltimos anos se ha observado lo contrario para las dos
ultimas como se muestra en la Figura 2 (Krausz, Hoefsloot, Simoni, y Tiittelmann, 2013; Kleiman
y cols., 2012).
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Figura 2: Representacion esquemaética del cromosoma Y con localizacion de subregiones AZF
(Krausz y cols., 2013).

AZFa, un locus de 1.1 megabases ubicado en la region proximal de Yqll, est4 compuesta por 15
genes donde tres son codificantes para proteinas, DDX3Y, UTY y USP9Y; uno codifica una unidad
de transcripcion testicular especifica, TTY15, y los otros 11 son pseudogenes. Mientras que AZFb,
ubicada en la region central de Yq, compone sus 3.2 Mb con 132 genes donde 15 codifican proteinas,
17 no codifican ARNs y 100 son pseudogenes. Finalmente, AZFc contiene 97 genes y 7 factores de
transcripcion testicular especificos en 3.5 megabases. 11 de estos genes codifican proteinas, 10 no
codifican ARNs y 76 son pseudogenes. Esta es la subregion en la que se detectan méas deleciones en
hombres infértiles (Krausz y cols., 2015; Navarro-Costa, Plancha, y Gongalves, 2010).

Las microdeleciones en AZFa ocurren debido a la recombinacion de dos direcciones, donde repe-
ticiones de 10 kilobases (kb) con una distancia de 800 kb entre si causan el sindrome de Sertoli solo
(Gholami, Jafari-Ghahfarokhi, Nemati-Dehkordi, y Teimori, 2017). Mientras que las microdeleciones
en AZFD se asocian con alteraciones en la maduracion de espermatozoides (Sha y cols., 2020). Y las
deleciones més comunes en AZFc son parciales e involucran la pérdida de 2 copias del gen DAZ, una
copia de CDY1 y BPY2 (Colaco y Modi, 2018; Rodriguez Salvador, 2018).

Estas microdeleciones no se asocian tinicamente con pacientes azoospermicos, sino también a
aquellos con concentracion y movilidad espermatica reducida (Sen y cols., 2015). Como lo demos-
tro6 Akinsal y colaboradores (2018), donde la incidencia de microdeleciones en el cromosoma Y se
identific6 como la causa de espermatogénesis defectuosa en 1 — 8% de los hombres que presen-
tan oligozoospermia severa y en 7 — 23% de los hombres con azoospermia no obstructiva. Por lo
tanto, la ruptura de AZF puede considerarse como la causa mas comun de falla espermatogénica
diagnosticable molecularmente en el contexto de las dos condiciones clinicas ya mencionadas.



4.2. Espermograma

El espermograma o analisis de semen es una prueba de laboratorio simple que se utiliza para
evaluar la calidad del semen y los espermatozoides. Por lo que resulta bésica para conocer la con-
dicién de los pacientes masculinos que asisten a una clinica de reproduccién asistida ya que brinda
una visiéon mas amplia de su capacidad reproductiva. Esta se compone de dos etapas, una evalua-
cibn macroscopica que permite valorar las caracteristicas generales del semen como volumen, color,
pH, viscosidad y licuefaccion. Mientras que en la etapa microscopica se realiza el recuento de los
espermatozoides presentes por mililitro de eyaculado, el tipo de motilidad que presentan, ademés de
su morfologia y vitalidad (World Health Organization, 2021).

La evaluacién de los dos primeros parametros microscopicos es tutil para evaluar la capacidad del
espermatozoide para llegar al ovocito y fecundarlo, mientras que la morfologia espermatica se asocia
a la capacidad de fertilizacion (Vasquez y Echeverri, 2007). Ademaés, ya que el semen ademaés de los
espermatozoides presenta el liquido seminal conformado por la secrecion de las vesiculas seminales,
la prostata, el epididimo y las glandulas bulbouretrales también permite evaluar la condicién de las
glandulas. Por esto, el analisis de varios parametros en conjunto presenta un mayor valor predictivo
que el uso de los parametros individuales. Sin embargo, el que los resultados sean confiables no
solo depende del correcto analisis de la muestra sino también de su correcta recoleccion. Ya que la
muestra seminal debe ser tomada con un periodo de abstinencia sexual de 3 a 5 dias, depositada
en un recipiente nuevo y estéril con boca ancha y correctamente rotulado con la informacion del
paciente. Ademas, se debe recuperar todo el volumen de la eyaculacion ya que la primera porcion
puede contener hasta el 50 % del total de espermatozoides (World Health Organization, 2021).

4.2.1. Parametros normales

El analisis macroscopico de la muestra de semen se debe iniciar a los 20 minutos de haberla
recibido para poder valorar su licuefaccion que debe ser completa. Luego se evalta la apariencia del
semen, esperando que sea homogénea y con color entre blanco, gris claro o ligeramente amarilloso.
Ademés, se debe observar la presencia de granulos de gel y la viscosidad del semen. Posteriormente,
se determina el volumen de la muestra por diferencia de peso, asumiendo una densidad de 1 g/ml.
El volumen normal del eyaculado, para un minimo de dos dias de abstinencia, debe ser igual o
mayor a 1.2 mililitros. Y por ultimo se mide el pH con tiras reactivas, donde los valores normales se
encuentran entre 7.2 - 8.0 (World Health Organization, 2021).

Durante el examen microscopico del semen se evaltian los parametros antes mencionados, pero
también se busca la presencia de otros elementos celulares diferentes a los espermatozoides como
bacterias, leucocitos o restos subcelulares (Vasquez y Echeverri, 2007). Este se debe realizar sin
diluir la muestra, en duplicado e idealmente a 37°C.

El recuento de espermatozoides se realiza en camara Makler, tomando en cuenta Unicamente
a espermatozoides completos con cabeza y cola. Se reporta la concentraciéon total como millones
de espermatozoides por eyaculado, y la concentraciéon espermética como millones por mililitro. Los
valores de referencia brindados por la Organizacion Mundial de la Salud (2021) para estos para-
metros son 18 x 10° espermatozoides por ml y 38 x 10° espermatozoides por eyaculado. Con esta
misma cadmara y muestra se evaliia la motilidad espermatica, la cual se clasifica como movilidad
progresiva (MP), motilidad no progresiva (MNP) y espermatozoides inmoviles (IM). La unién de
las dos primeras categorias determina los espermatozoides méviles en la muestra y debe ser igual
o mayor al 43 %, mientras que solo la primera categoria debe representar al menos 27 %. Por otra
parte, la vitalidad espermatica permite saber si los espermatozoides inmdviles estan vivos o no. Esta
se analiza con eosina al 0.5 % a 400X debido a que pierden su capacidad de permeabilidad de mem-
brana, y debe ser igual o mayor a la movilidad total observada siendo el valor minimo de referencia
53 %. La morfologia espermaética se evaltia a partir del examen detallado de 200 espermatozoides



por laminilla con tincion de Papanicolaou. Estos se pueden clasificar como normales (> 4 %) o con
defecto de cabeza, cola y/o pieza intermedia, también se valora la presencia de gotas citoplasmicas
(World Health Organization, 2021).

4.2.2. Condiciones asociadas a parametros patolégicos

El volumen del eyaculado es un parametro que depende de los dias de abstinencia sexual, la
excitacion al tomar la muestra, edad del paciente y actividad de la préostata y glandulas seminales.
Por lo que volimenes menores a 1.2 ml, hipospermia, se asocian con una deficiencia en la secreciéon
de las vesiculas seminales o eyaculacion retrograda, pero también con niveles bajos de testosterona
(Balitan Amoretty, Blanco Knotek, y Hernandez, 2018). Por otro lado, el pH seminal se ve influen-
ciado por las secreciones de las glandulas sexuales accesorias. Cuando este es acido, menor a los
valores indicados, se produce mortalidad de los espermatozoides. Un pH &cido y volumen menor
a 1.20 ml se asocia con agenesia de las vesiculas seminales, mientras que valores de pH mayores a
8.0 son indicativos de procesos inflamatorios e infecciones crénicas. La mucdlisis o licuefaccion del
liquido seminal se debe a la secrecion de la prostata, mientras que la coagulaciéon se da por acciéon de
las secreciones de las vesiculas seminales. Por lo tanto, una licuefaccion incompleta y aumento de la
viscosidad de la muestra se asocian con procesos inflamatorios de las glandulas sexuales accesorias.
Esto impide el libre desplazamiento de los espermatozoides y causa astenozoospermia (Vasquez y
Echeverri, 2007). Alteraciones en el color del semen pueden ser indicativos de la presencia de sangre
cuando es café, o problemas hepéticos cuando es amarillo (World Health Organization, 2021).

La estructura flagelar del espermatozoide es clave, ya que permite su desplazamiento en el liquido
seminal, cavidad vaginal, itero y trompas uterinas. Cuando una muestra no cuenta con movilidad
progresiva igual o mayor al 43 %, donde al menos el 27 % se debe a movilidad progresiva rapida
esta se diagnostica como astenozoospermia. Aunque esta alteracion es frecuente en los varones in-
fértiles, se debe tomar en cuenta que la movilidad disminuida también puede deberse a infecciones
de transmision sexual, varicocele testicular, dias de abstinencia prolongados y consumo de tabaco
o alcohol (Vasquez y Echeverri, 2007). La infertilidad en humanos se explica al presentar 70 % o
més de sus espermatozoides con alteraciones. Por lo que se clasifica como teratozoospermia cundo
no se cumple con el porcentaje de formas normales (4 %), esta puede ser leve cuando si se presenta
una cantidad de formas normales o grave cuando ninguno de los 200 espermatozoides observados
presenta morfologia normal (World Health Organization, 2021). Este parametro puede ser alterado
por infecciones de transmision sexual, altas temperaturas, estrés, varicocele, téxicos del ambiente,
antibidticos o consumo de drogas, tabaco y alcohol. Sin embargo, también existen factores genéticos
como la agenesia del acrosoma y la ausencia de brazos de dineina en el flagelo que pueden alterar
estos dos parametros microscopicos (World Health Organization, 2021).

Existen muchas condiciones diagnosticadas a partir del recuento de espermatozoides. Cuando
la concentracién es mayor a 250 millones por ml, polizoospermia, se sospecha de anormalidades
cromosomicas. Mientras que la oligozoospermia, recuento igual o menor a 20 millones/ml, no solo
se puede atribuir a alteraciones cromosémicas sino también a varicocele, problemas endocrinos,
orquitis por paperas o factores externos como medicamentos u otros productos quimicos (Vasquez
y Echeverri, 2007). Esta se puede clasificar como severa cuando el recuento es menor a 5 x 106
espermatozoides por mililitro (Kohn y cols., 2019). Finalmente, la azoospermia o ausencia total de
espermatozoides en el semen puede deberse a una obstrucciéon de los canales que impide la liberacién
de los espermatozoides en el eyaculado, o ser no obstructiva producto de una falla testicular severa
o microdeleciones en el cromosoma Y (Akisal y cols., 2018).
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4.3. Diagnostico de microdeleciones

Generalmente, las microdeleciones de AZF son demasiado pequefias para ser detectadas mediante
un cariotipo (Chabchoub y cols., 2019). Por esto, la biologia molecular es util para la clara iden-
tificacion de microdeleciones del cromosoma Y en poco tiempo. Segun el protocolo establecido por
la Academia Europea de Andrologia (EAA) y la Red Europea de Calidad de Genética Molecular
(EMQN), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex para detectar sequence tagged-
sites (STS) es el mejor método para el cribado de microdeleciones de AZF. Esta es una prueba
recomendada para hombres infértiles con recuentos de espermatozoides menores a 5 millones por
mililitro, se deben utilizar al menos seis STS para detectar la eliminacion de subregiones de AZF y
puede identificar mas del 95 % de las deleciones (Gholami y cols., 2017).

Para esto se utilizan cebadores especificos para los STS en MSY, los cuales amplifican secuencias
anonimas del cromosoma o genes. Aunque actualmente se conoce el mapa de MSY, aun no se conoce
por completo el papel de los genes individuales y las unidades de transcripcion en la espermatogénesis
y su papel causal en la infertilidad (Simoni y cols., 1999). Por esto, no es tan relevante si lo cebadores
utilizados amplifican regiones o genes especificos en MSY; sino que es més importante que el panel
de cebadores por utilizar se derive de regiones del cromosoma Y que no sean polimoérficas, pero que
si se eliminen especificamente en hombres afectados por oligozoospermia y azoospermia (Krausz y
cols., 2013).
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5.1.

Variables

Cuadro 1: Conceptualizacion, clasificacion y operacionalizacion de las variables del estudio

Variable Clasificacion Definiciéon conceptual Definiciéon operacional
Cuantitativa Tiempo que ,ha VWldo. a Obtenida del historial
Edad Continua persona al dia de realizar médico del paciente
el estudio (OMS, 2010). P '
Tiempo transcurrido desde
Tiempo de Cuantitativa la dltima eyaculacién previa Obtenida del historial
abstinencia Discreta a la toma de muestra meédico del paciente.
(OMS, 2010).
Consumo de medicamentos
o 1 1 . L
Uso de Cuantitativa que puedan ?‘terar 2 ?S Obtenida del historial
. . espermatozoides o algtn otro o .
medicamentos Nominal i meédico del paciente.
parametro evaluado en el
espermograma (OMS, 2010).
Determinada durante
Manifestacion clinica de espermograma donde .
. o . . recuento de espermatozoides
- o infertilidad diagnosticada que
Condicién de Cuantitativa . . . nulo corresponde a
. . . lo haya incluido en el estudio, . .
infertilidad Nominal . . azoospermia, mientras que
oligozoospermia severa o menor o igual a 5 millones
azoospermia (OMS, 2010). gua’
por ml se clasifica como
oligozoospermia severa.
Region de o El locus AZF se conforma Realizando PCR multiplex con
. . Cuantitativa . .
microdeleciones Nominal por 3 regiones AZFa, AZFb cebadores especificos para dos
detectada y AZFc (Sha et. al, 2019). loci dentro de cada subregion.
Cantidad de ADN extraido a
Concentraciéon Cuantitativa partir de muestra de Absorbancia @ 260 nm en
de ADN Razon participante en el estudio, espectrofotémetro.
con kit comercial.
Limpieza e integridad del Absorbancia @ 280, 260 y 230
Pureza de ADN Cuafltltatlva ADN extra.ldcz a partir de nm en F}spe.c,trofotometro para
Razon muestras biolégicas, determinacién de razones
indicativo de contaminacion. A 260/280 y A 260/230.
5.2. Hipobtesis

= Las microdeleciones en AZF detectadas a partir de sangre venosa de un paciente son las mismas
que se detectan a partir de células de la cavidad bucal.

= La cantidad de microdeleciones el cromosoma Y detectadas serd mayor en los hombres con
oligozoospermia severa y azoospermia no obstructiva que en aquellos sin condiciones clinicas
preexistentes y fertilidad comprobada.
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5.3. Bioética

5.3.1. Aprobacién por comité de ética

El protocolo de investigacion y el consentimiento informado utilizados en este trabajo de gradua-
cion fueron previamente revisados y autorizados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
y Humanidades de la Universidad del Valle de Guatemala. Este aval fue solicitado debido a que
se realiza un estudio que requiere de la recoleccion y anélisis metodico de muestras bioldgicas. Por
lo que involucra interaccién e intervencion fisica con sujetos humanos, ademés de la solicitud de
informacién sensible e identificable y la realizaciéon de pruebas genéticas. Este proyecto no incluye
poblaciones vulnerables ya que el grupo de interés son individuos masculinos, guatemaltecos, ma-
yores a 18 anos, y seleccionados a partir de un espermograma previamente analizado en Centro
Procrea®) que haya sido diagnosticado como: normozoospermia, oligozoospermia severa o azoosper-
mia por causas naturales. El dictamen de aprobacion brindado el 15 de noviembre, 2021 se presenta
en el anexo 1.

5.3.2. Reclutamiento y obtencién de muestras

El estudio piloto se conformé por por cinco individuos de sexo masculino que contaran con hijos
propios concebidos de manera natural. Previo a la toma de muestras, se les solicité llenar y firmar
un consentimiento informado, en el cual se les brind6 informaciéon del proyecto y se les garantizo
que no habria represalias por su renuencia al estudio. A cada uno de estos individuos se les tomo
dos tipos de muestras, raspado de cavidad bucal recolectado con hisopos con fibras de nylon (Global
Roll®), Hangzhou, China) y 1.5 ml de sangre venosa del antebrazo (Liu, Song, y Jiang, 2019). Esto
con el fin de comparar los resultados de la extraccion de ADN y amplificaciéon molecular de ambas
muestras, para validar el uso de hisopado de cavidad bucal para los sujetos de la siguiente fase del
estudio.

5.3.3. Proceso de reclutamiento
Criterios de inclusion

Individuo de sexo masculino, con 18 anos o mas, hablante de espanol y cuyo espermograma haya
sido previamente analizado en Centro Procrea@®). La muestra brindada debe ser producto de 3 a 5
dias de abstinencia y el individuo debe no haber consumido cualquier medicamento contraproducente
para la espermatogénesis. Ademas, no debe presentar enfermedades bucales o en garganta, y acceder
a no fumar, lavarse los dientes, masticar chicle, comer o beber agua u otro liquido durante al treinta
minutos previo a la toma de muestra. Idealmente debe ser capaz de leer y firmar el consentimiento
informado de manera auténoma, pero se contempla el uso de un testigo para individuos analfabetas
anuentes a participar.

Criterios de exclusion

Individuo de sexo masculino menor a la mayoria de edad (18 anos), con infeccion en la boca y/o
garganta y cuyo espermograma no haya sido evaluado en Centro Procrea®). Tampoco seran incluidos
aquellos individuos que hayan fumado, masticado chicle, comido, lavado los dientes o bebido agua u
otro liquido 30 minutos antes del muestreo. La restricciéon de edad, sexo y salud bucal es necesaria
para la validacion del método ya que se requiere de individuos con madurez reproductiva, capaces
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de brindar su consentimiento y que no introduzcan variables confusoras durante la experimentacion
como la contaminacién por microorganismos.

Para todo individuo que cumpliera con los criterios de inclusion, se extrajo su informaciéon de
contacto de la base de datos llenada al momento de brindar su muestra para espermograma. Esto
fue realizado por el Lic. Fredy Mejia para resguardar la privacidad de los individuos renuentes a
participar. Por medio de un mensaje de texto o correo electronico, segtin la informacion de contacto
que brindo, se le solicité a cada paciente participar en una videollamada en linea no grabada con
los coinvestigadores para que explicarle el proyecto de investigacién y el consentimiento informado
del estudio. Durante esta sesiéon se hizo énfasis en que este es un proyecto de investigacién que
forma parte de un trabajo de graduacién realizado por una alumna de la Universidad del Valle de
Guatemala en conjunto con Centro Procrea®). En caso de que el individuo aceptara a participar, se
programoé una cita para firmar el consentimiento informado y recolectar las muestra de hisopado de
cavidad bucal.

Durante la cita programada, dentro del &rea de toma de muestras de Centro Procrea®) pa-
ra brindar privacidad y resguardar el anonimato del participante, se le solicité leer nuevamente el
consentimiento informado y realizar todas las preguntas necesarias para que el estudio y sus procedi-
mientos le fueran completamente aclarados previo a firmar del documento. En este mismo momento
se le recalcd que su participacion era completamente voluntaria, por lo que podria retirar su con-
sentimiento en cualquier etapa del estudio. Ademaés de que el diagnoéstico realizado no representaria
ningin riesgo o costo para su persona. Cuando todas las dudas fueron contestadas de manera satis-
factoria y el paciente haya firmado el consentimiento, se procedi6 con la toma de muestra de células
de la cavidad bucal con el procedimiento indicado en la seccién “Obtencién de muestras para ana-
lisis molecular”. A cada individuo se le asign6 un identificador anénimo compuesto por 2 letras - 2
digitos para relacionar el consentimiento informado, informacién de contacto y la muestra. Todos los
documentos fueron almacenados en un archivo bajo llave, con acceso restringido para el licenciado
y la coinvestigadora.

5.3.4. Tamano de muestra

Para este estudio se decidié utilizar una razén de probabilidad, o en inglés odds ratio, para
calcular el tamano de la muestra. Esta es una medida de asociacién entre la presencia o ausencia de
dos propiedades en la poblacién analizada, y es cominmente utilizada para comunicar los resultados
de una investigacion en salud (Cerda, Vera, y Rada, 2013). En esta investigacion las propiedades
por correlacionar son infertilidad y la presencia de microdeleciones del cromosoma Y, por lo que en
los Cuadros 2 y 3 se presentan los datos utilizados para calcular esta razon segin cada condicion
analizada.

Un factor limitante para determinar el tamano de la muestra es la cantidad de pacientes previa-
mente diagnosticados con azoospermia u oligozoospermia severa en la clinica de fertilidad, Centro
Procrea®). Ya que en la base de datos de espermogramas previamente realizados se encuentran 13
pacientes azoospermicos y 25 pacientes oligozoospermicos severos. Tomando en cuenta la posible
renuencia de algunos individuos, se estim6 que el estudio podria contar con 8 y 16 pacientes para
cada condicién respectivamente. Esto permitié calcular el tamano del grupo control, conformado
por individuos normospérmicos, en 32 individuos para cada condicién. Estos valores han sido cal-
culados con una precision relativa del 95 %, nivel de confianza del 90 %, prevalencia esperada de
microdeleciones del cromosoma Y en el grupo de ausencia de 1 %, una proporcion 2:1 de presencias
a ausencias, y las razones de probabilidad mostradas en los calculos 1 y 2. Ya que el grupo control
no presenta criterios de inclusion diferentes para cada condicion, se planted el uso de tnicamente
32 pacientes normospérmicos para ambas condiciones. Por lo que en total el estudio requirié de la
participacién de 56 individuos de sexo masculino.
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Cuadro 2: Distribucién de condiciones a correlacionar en pacientes con oligozoospermia severa

Infertilidad
Presente  Ausente
Microdeleciones del cromosoma Y Presente 8% 1%
en paciente oligozoospermico severo Ausente 35% 100 %

Calculo 1. Razén de probabilidad para tamano de muestra de grupo control de pacientes diag-
nosticados con oligozoospermia severa.

1
Razén de probabilidad = % —23% (1)

Cuadro 3: Distribucién de condiciones a correlacionar en pacientes azoospermicos

Infertilidad
Presente  Ausente
Microdeleciones del cromosoma Y Presente 15% 1%
en paciente azoospermico Ausente  35% 100 %

Calculo 2. Razon de probabilidad para tamano de muestra de grupo control de pacientes diag-
nosticados con azoospermia no obstructiva.

15% x 100 %
5 ) = =4 2
Razén de probabilidad B < 1% 3% (2)

5.3.5. Riesgos y beneficios

Para los participantes del estudio piloto existe la posibilidad de desarrollar hematomas posteriores
a la extraccion de sangre venosa debido a que es un procedimiento invasivo. Sin embargo, esto
se previno al utilizar jeringas de 3.0 ml y que la muestra fueran recolectada por una enfermera,
trabajadora de Centro Procrea(R), capacitada para la correcta toma de muestra. En caso de presentar
mareo o somnolencia el individuo seria recostado con las piernas hacia arriba durante 15 minutos.
Posteriormente se le realizaré una toma de presién sanguinea, y en caso presente valores anormales
serfa evaluado por el médico de turno en Centro Procrea®). Con respecto a los demas participantes,
la toma de muestra mediante hisopado de cavidad bucal no implica un riesgo para su salud o
integridad dado que es una técnica no invasiva. Sin embargo, es posible que posterior al hisopado el
participante presente comezon o resequedad en los labios y boca, lo cual es facilmente remediable
con tomar agua que le sera brindada en caso la solicite.

En cuanto a los beneficios del estudio, a cada paciente participante se le otorgaran sus resulta-
dos de deteccion de microdeleciones del cromosoma Y al finalizar la investigacion. Se estima que
serd cuatro meses después de la toma de muestra, tiempo razonable para aquellos pacientes que
consideren iniciar un tratamiento de reproducciéon asistida. Sin embargo, una vez implementado el
método de diagnostico en Centro Procrea®) la realizacion del anélisis tomaria un maximo de 5 dias
habiles. Para la comunidad cientifica, el establecimiento de relaciones entre las microdeleciones del
cromosoma Y detectadas y las condiciones de infertilidad diagnosticadas mediante espermograma,
permite generar informacién para mejorar los tratamientos de reproduccion asistida realizados a la
poblacién guatemalteca.
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En cuanto al investigador, uno de los posibles riesgos es la probabilidad de contaminacién con
semen, sangre o saliva por lo que se utilizaron guantes de nitrilo sin polvo y bata en todo momento
dentro del laboratorio. Los riesgos asociados con el uso de objetos punzocortantes y reactivos de la-
boratorio fue previsto con el cumplimiento exitoso del Curso de Bioseguridad en el Laboratorio de la
Oficina Regional de CDC para Centro América y Panamé, pero también se contr6 con protocolos de
desinfeccion y limpieza en caso de accidentes. Para reducir la posibilidad de exposicién a Covid-19,
la persona encargada de la toma de hisopados de cavidad bucal contaba con esquema de vacunacién
completo al menos dos meses previos al inicio del estudio y utilizé6 equipo de protecciéon personal
completo. Ademés, los microtubos pléasticos con hisopos en su interior fueron desinfectados externa-
mente con etanol al 70 % y encuarentenados a temperatura ambiente por 72 horas. El beneficio del
estudio para el investigador fue generar los datos requeridos para su trabajo de graduacion, y para
Centro Procrea®) fue la implementacion de un laboratorio de biologia molecular capaz de realizar
PCR punto final ademas de la deteccién de microdeleciones del cromosoma, Y.

5.4. Materiales y métodos

5.4.1. Obtencion de muestras de semen

Las muestras de semen se obtuvieron en frascos pléasticos estériles mediante masturbacion, por
hombres entre 18 y 50 anos, dentro de la clinica de fertilidad en un espacio privado designado para
ello. Cada muestra fue rotulada con un cédigo anénimo, desligado de la identidad de los sujetos,
asignado en Centro Procrea®) por la recepcionista al recibir la muestra. Esta persona también fue
la encargada de brindar una encuesta para que el paciente registrara su edad, nimero de dias de
abstinencia previo a la toma de la muestra, consumo de medicamentos contraproducentes para la
espermatogénesis e informacién de contacto. Los frascos fueron almacenadas dentro de una incu-
badora, sin control de niveles de dioxido de carbono, a 36.5 °C hasta ser analizadas (World Health
Organization, 2010).

5.4.2. Procesamiento de muestras de semen

Las muestras de semen se analizaron en base al procedimiento y parametros establecidos en
la 5ta edicion del Manual de laboratorio de la OMS para el examen y procesamiento de semen
humano (2010). Por lo que se realizo un espermograma con evaluacion macroscopica que determin6
el volumen, pH, viscosidad, licuefaccion y color de la muestra. Ademas de un analisis microscopico en
el cual se obtuvo la concentracion de espermatozoides (millones por mililitro de semen) al analizar 10
pl de muestra en la cdmara de recuento Makler con magnificacion 20x. Posteriormente, se determino
la vitalidad de los espermatozoides, contenidos en el mismo volumen de muestra, a partir de un
frote en lamina portaobjetos con Sperm VitalStain™ Nidacon®) evaluado en 40x. Finalmente se
realizo un analisis de morfologia espermética utilizando un frote de 10 pnl de semen tenido con
metanol, Hemacolor@®) reactivo de coloracion rojo y Hemacolor@®) reactivo de coloracion azul como
se muestra en la Figura 4. Este ultimo parametro se evalué con aceite de inmersién a 100x.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Metanol Hemacolor® Rojo Hemacolor® Azul Enjuagar Secar al aire
Reactivo—s / /
— Muestra :
A L7 - % -_ -

1 min 10 sec 10 sec 10 sec 1 min

Figura 4: Procedimiento de tincién para analisis de morfologia espermética
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5.4.3. Seleccién de sujetos de estudio

Se realizo en base a los resultados del espermograma evaluado. La concentracion de los esperma-
tozoides en el eyaculado fue el principal criterio de inclusion, ya que permitio clasificar al paciente
como normospérmico (20 — 120 millones espermatozoides por ml de eyaculado), oligozoospermico
severo (< 5 millones/ml) o azoospermico (0 millones/ml) (Krausz y cols., 2013). Siendo de interés
para este estudio aquellos incluidos en las tltimas dos categorias. Posteriormente, en la base de datos
recolectada, se comprob6 que el paciente haya contado con 3 — 5 dias de abstinencia previos a la
obtencién de la muestra y que no consumiera medicamentos contraproducentes causantes del bajo
conteo espermatico (World Health Organization, 2010).

5.4.4. Obtencion de muestras para andlisis molecular

Con hisopos con fibras de nylon perpendiculares (Global Roll®), Hangzhou, China), se realizo
la toma de muestra de células de cavidad bucal. Esto mediante el roce seguido, pero delicado de
la parte interna de cada mejilla del paciente con 10 movimientos circulares o durante 30 segundos.
Posteriormente, la cabeza del hisopo se cort6 dentro de un microtubo Eppendorf®) de 1.5 ml y
se dejo secar. Luego se anadié 0.4 ml de buffer PBS 1X para liberar las células del soporte y se
centrifugd por 20 segundos a velocidad méxima. Posteriormente, cada tubo se almacen6 a -20 °C
hasta su extraccion de ADN (Liu y cols., 2019; QIAGEN, 2016; Aknin-Seifer y cols., 2003).

5.4.5. Extracciéon de acido desoxirribonucleico (ADN)

A partir de las células de cavidad resuspendidas 0.4 ml de buffer PBS 1X, o 1.5 ml de sangre
venosa para el estudio piloto, se extrajo ADN genoémico utilizando el kit comercial QIAmp®) DNA
Blood Mini (QIAGEN®), Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y
calidad del ADN aislado se estim6 midiendo en duplicado 1.5 nl de los acidos nucleicos eluidos de
la columna, mediante el espectrofotometro NanoDrop OneC@®) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.).

5.4.6. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

A cada muestra de ADN gendmico extraido se le realizaron dos reacciones de PCR multiplex, con
el kit Multiplex PCR (QIAGEN®), Alemania) para el analisis de microdeleciones del cromosoma Y en
las regiones AZFa, AZFb y AZFc (Colaco y Modi, 2019; Kleiman y cols., 2012). Cada reaccién generd
5 fragmentos de material genético de interés, donde uno corresponde a la proteina cromosémica del
dedo de zinc ligada a X o Y (ZFX/ZFY) y otro al gen SRY (sY14), ya que serian utilizados como
controles internos de la reaccion (Liu y cols., 2019). La PCR multiplex A esta conformada por los
STSs sY86, sY127, sY254, sY14 y ZFX/ZFY, mientras que la PCR multiplex B contiene los tltimos
dos STSs previamente mencionados, ademéas de sY84, sY134 y sY255 (Krausz y cols., 2013). El
tamafio esperado, en pares de bases, de los fragmentos amplificados y las secuencias de los cebadores
utilizados para cada marcador se encuentran en el Cuadro 10 en la secciéon de anexos. Utilizando el
programa de termociclado presentado en el Cuadro 4 se realizan 35 ciclos de amplificaciéon (Krausz
y cols., 2013).
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Cuadro 4: Programa de termociclado utilizado para PCR multiplex en EdvoCycler™ Jr. Personal
PCR (EDVOTEK®), Washington, DC, EE. UU.)

Etapa Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 °C 15 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Alineamiento 57 °C 90 segundos
Elongaciéon 72 °C 60 segundos
Extension final 72 °C 10 minutos

5.4.7. Revelacion por electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR se revelaron a temperatura ambiente en un gel de agarosa (Sigma-
Aldrich®), St. Louis, MO, EE. UU.) 2% (m/v), tenido con GelRed®) 1X, utilizando tampoén TBE
1X (Tris, Borato, EDTA) a 50 voltios por 90 minutos en el sistema de electroforesis RunOne™
(EmbiTec®), California, EE. UU.). Los fragmentos de ADN amplificados se visualizarén con el
transiluminador UV BioDoc-It®) 220 Imaging System (UVP®) LLC, Upland, CA, EE. UU.) a 302
nanometros (Behulova y cols., 2011). Se emple6 la escalera de peso molecular Perfect DNA™ 50 bp
Ladder (MilliporeSigma™ Novagen™, California, EE. UU.) para estimar el tamafio de los fragmentos
amplificados.

5.4.8. Descarte de muestras

Al terminar los analisis, cada muestra y los suministros utilizados con esta fueron inmediata-
mente desechados en una bolsa roja para material bioinfeccioso para su eliminaciéon. La empresa
Ecotermo®) fue la encargada de recolectarlas para descartarlas e incinerarlas segin las disposiciones
vigentes en la ley de Guatemala.

5.4.9. Analisis de datos

Inicialmente se realiz6 estadistica descriptiva para los datos de concentracion y pureza de ADN
extraido, obtenidos del espectrofotémetro NanoDrop OneC®). Luego, de manera cualitativa se reali-
z6 una correlaciéon entre las microdeleciones detectadas y la condiciéon diagnosticada a partir de
espermograma. Posteriormente, se realizaron pruebas de proporciones miltiples utilizando el soft-
ware RStudio version 4.0.3 (Boston, MA, EE. UU.) para analizar la frecuencia de las deleciones
identificadas en los grupos de pacientes y control.
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. Extraccion de ADN

El método de extraccion con el kit comercial QIAmp®) DNA Blood Mini (QIAGEN®), Alema-
nia) fue estandarizado en el laboratorio de biologia molecular de Centro Procrea®). Su eficacia fue
comprobada a través de la cuantificacion y determinacion de pureza de cada muestra por medio de
espectrofotometria. Se utilizé el NanoDrop OneC(®) para medir en duplicado la concentracion y ra-
zones de absorbancia A260,/280 y A260/230. Las lecturas individuales de cada muestra se presentan
en la secciéon de anexos, cuadros 10 - 13.

La validacién del método requirié de la comparacion de los dos tipos de muestras de interés,
sangre periférica y células de cavidad bucal, recolectadas de cinco individuos normospermicos con
fertilidad comprobada. Ademas de un control interno de la analista. Se utilizaron 200 pl de cada
analito, y 150 pl de buffer AE para la elucion de los dcidos nucleicos retenidos en la columna de
centrifugacion.

A continuacion en el Cuadro 5 se presenta la media, desviaciéon estandar, valor minimo y ma-
ximo de las cinco muestras de sangre analizadas. Mientras que en el Cuadro 6 se presentan los
estadisticos para el ADN extraido a partir de los hisopados de cavidad bucal para los 32 individuos
normospermicos del grupo control. En los cuadros 7 y 8 se presenta la estadistica descriptiva para
los 16 pacientes previamente diagnosticados con oligozoospermia severa y 8 pacientes azoospermicos
respectivamente.

Cuadro 5: Estadistica descriptiva de concentraciones y razones de absorbancia para ADN genémico
aislado de muestra de sangre completa de pacientes normospérmicos

Concentracion
(ng/nl) A 260/280 A 260/230
Media 26.96 1.79 2.10
Desviacién estandar 3.07 0.02 0.03
Minimo 22.60 1.77 2.07
Maximo 29.73 1.83 2.14
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Cuadro 6: Estadistica descriptiva de concentraciones y razones de absorbancia para ADN genémico
extraido a partir de hisopado de cavidad bucal de pacientes normospérmicos

Concentracion
(ng/nl) A 260/280 A 260/230
Media 16.25 1.77 2.10
Desviacién estandar 1.85 0.03 0.05
Minimo 13.81 1.71 2.01
Maximo 21.32 1.83 2.18

Al comparar los cuadros 5 y 6, se observa que el método de extraccion es eficaz con ambos tipos
de muestras utilizadas. Sin embargo, la concentracion de ADN genémico (ADNg) aislado a partir
de 200 pl de sangre es hasta 10 ng/ul mayor que a partir de células de cavidad bucal recolectadas
mediante hisopado. Por otra parte, aunque la dispersion de las concentraciones de ADNg obtenido
a partir de sangre completa es el doble de la desviaciéon estandar del de las concentraciones de
hisopado de cavidad bucal, se debe recordar que la diferencia de cantidad de muestras analizadas
es mayor de 1:6. Respecto a las razones A260,/280 y A260/230, los estadisticos para ambos analitos
son considerablemente cercanos e indicativos de pureza 6ptima (Thermo Fisher Scientific, 2017).

Cuadro 7: Estadistica descriptiva de concentraciones y razones de absorbancia para ADN genémico
extraido a partir de hisopado de cavidad de pacientes oligozoospermicos severos

Concentracion
(ng/nl) A 260/280 A 260/230
Media 15.50 1.77 2.10
Desviacion estandar 0.93 0.03 0.04
Minimo 13.60 1.71 2.01
Maximo 17.15 1.80 2.17

Cuadro 8: Estadistica descriptiva de concentraciones y razones de absorbancia para ADN genémico
aislado de células de cavidad bucal pertenecientes a pacientes con azoospermia no obstructiva

Concentracion
(ng/nl) A 260/280 A 260/230
Media 15.85 1.76 2.11
Desviacion estandar 0.83 0.04 0.05
Minimo 14.45 1.73 2.04
Maximo 17.31 1.84 2.18

Luego de analizar los estadisticos presentados en los dos cuadros previos, Cuadro 7 y Cuadro
8, no se observa diferencia significativa entre la concentracion, pureza o calidad del ADN aislado
a partir de las muestras de hisopado de cavidad bucal de pacientes oligozoospermicos severos o
azoospermicos. Ademaés, ya que la extraccion de acidos nucleicos de las 61 muestras analizadas se
realiz6 utilizando el mismo protocolo y bajo las mismas condiciones ambientales, junto con la baja
variabilidad de la estadistica descriptiva presentada, se valida el uso del kit comercial QIAmp®)
DNA Blood Mini para la obtenciéon de ADNg de calidad a partir de sangre completa e hisopados
de cavidad bucal. Pudiendo obtener concentraciones de hasta 10 ng/pl de ADNg mas al aislarlo a
partir de sangre completa.
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6.2. Optimizaciéon de reaccién en cadena de la polimerasa

Se evaluo el comportamiento de cada par de cebadores en las condiciones que se emplearian para
la realizaciéon de cada PCR multiplex. Utilizando 8 mezclas de reaccién diferentes, cada una com-
puesta por el par de cebadores de cada marcador, QIAGEN Multiplex PCR Master Mix y agua libre
de ARNasas, ademas de 10 pl de ADN plantilla por muestra. Evaluando asi a 5 individuos normos-
pérmicos, ademas de un control negativo (ADN femenino) y un blanco. Los productos de PCR se
revelaron por electroforesis en gel de agarosa (fig. 5 - 8). La estimacion del tamano de los fragmentos
de ADN se realizé mediante el software GelAnalyzer 19.1, por lo que bajo las condiciones estdndares
de reaccién se produjo una adecuada amplificaciéon para los ocho marcadores seleccionados.

—_— g — T e
Escalera NO-OT ~ NQO2  NOO3  NOO4  NOO5 ControlX Blanco Escalera NOO1  NOO2 NOO3  NOO4 NOO5  ControlX Blanco

e @
|
|

Figura 5: Validacion de cebadores disenados para los marcadores sY84 y sY86 de la region AZFa
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y teflido con GelRed®) - Biotium. Los
carriles identificados como escalera en la parte superior corresponden al marcador de masa molecular

Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se utilizo ADN aislado de pacientes normospérmicos (NO).

7 1 R ) e e
Escalera. NO-01 NO-02 NO-03 NO-04 NO-05 Oo'rltrolx Blanco Escalera NO-01 lfJ(]{lZ (NO{)S NO-04 “NO-05 Control X Blanco 3
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Figura 6: Validaciéon de cebadores disefiados para los marcadores sY127 y sY134 de la region AZFb
Descripcién: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. Los
carriles identificados como escalera en la parte superior corresponden al marcador de masa molecular

Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se utilizo ADN aislado de pacientes normospérmicos (NO).
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BRI
Escalera NO01  NOO2  NOO3  NOD4  NOO5.  ControlX Blanco NOO1  NO-02

D VS ————
NO-03 NO-04 NO-05 Control X Blanco

Figura 7: Validacion de cebadores disenados para los marcadores sY254 y sY255 de la region AZFc
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. Los
carriles identificados como escalera en la parte superior corresponden al marcador de masa molecular

Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se utilizo ADN aislado de pacientes normospérmicos (NO), por lo

que el identificador del carril corresponde a un cédigo compuesto entre la condicién del individuo y ntmero

de participante.

sY14 (472 pb) ZFX/ZFY (495 pb)

Escalera NO-01 NO-02 NO-03 ~ NOO4 NO-05 Control X Blanco Escalera -NO-01 NO-02 NO-03 NO-04 NO-05  Control X Blanco

|
1

[ «

o
—

Figura 8: Validacion de los cebadores disefiados para los marcadores control sY14 (SRY) y
ZFX/ZFY
Descripcién: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. Los
carriles identificados como escalera en la parte superior corresponden al marcador de masa molecular
Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se utilizo ADN aislado de pacientes normospérmicos (NO).

6.3. Comparaciéon de eficiencia de muestras

Posteriormente se evalué de manera conjunta el funcionamiento de los cinco pares de cebadores
que conforman cada PCR multiplex. La PCR A compuesta por los marcadores ZFX/ZFY, sY14,
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sY86, sY127 y sY254, y la PCR B con los marcadores ZFX/ZFY, sY14, sY84, sY134 y sY255. La
mezcla de reaccion para cada PCR se realizdé con Master Mix comercial, agua libre de ARNasas y
una mezcla de cebadores 10X. Esta dltima contiene cada cebador a 2 uM.

A la vez también se comparo el origen del ADN utilizado como plantilla. ADN genémico aislado
a partir de sangre completa versus ADNg aislado a partir de células de cavidad bucal recolectadas
mediante hisopado. Por lo que la efectividad de cada PCR multiplex se analiz6 con 12 muestras,
cinco pacientes normospérmicos, un control negativo y un blanco. Los productos de PCR fueron
revelados a través de electroforesis en gel de agarosa 2%. En cada pozo se cargd 4 nl de producto
de PCR mezclados con 2 pul de 6X DNA Gel Loading Buffer - Novagen. La estimaciéon del tamafio
de los fragmentos de ADN se realiz6 mediante el software GelAnalyzer 19.1.

A continuacion, en las figuras 9 y 10 se presentan los resultados de la electroforesis en gel de
agarosa realizados para PCR multiplex A y PCR multiplex B, respectivamente. En ambas figuras
se observan bandas especificas para cada marcador. Sin embargo, en ninguna de las dos se presenta
superposicion de las amplificaciones. Ninguno de los individuos normospérmicos, hombres fértiles
reclutados como controles, presenta microdeleciones del cromosoma Y. Esto ya que el producto de
PCR para cada uno presenta los cinco fragmentos de ADN, de distinto peso molecular, esperados. Por
otra parte, la muestra de ADN femenino (control X) tinicamente presenta la banda correspondiente
a la pareja de cebadores del marcador ZFX/ZFY.

Respecto a la comparacion del tipo de ADN plantilla utilizado, si existe uniformidad entre los
resultados de cada individuo como se observa en el patron de fragmentos. Sin embargo, se observa
una leve diferencia de intensidad de las bandas amplificadas segin el origen de los acidos nucleicos.
Siendo mas tenues aquellos pozos cuya reaccion de PCR se realizé con ADN genomico aislado a
partir de sangre completa.

- POR MUltiplex A —oo— e — e oo
Escalera  NO-O1* NO-02* NO-01 NO-02 NO-03* NO-04* NO-03 NO-04 NO-05* NO-05 Control X  Blanco

Figura 9: PCR Multiplex A para validacion de tipo de muestra utilizado para extraccion de ADN
Descripcion: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y teiiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™
50 bp ladder - Novagen. A continuacién se presentan productos de PCR de pacientes normospérmicos
(NO), aquellas marcadas con asterisco (*) corresponden a reacciones de PCR realizadas con ADN aislado a
partir de sangre completa.

24



- PCRMultiplexB
Escalera NO-01* NO-02* NO-01 NO-02 NO-03* NO-04* NOO03 NO-04 NO-05 NO-05*  Control X Control X* Control - Blanco

Figura 10: PCR Multiplex B para validacion de tipo de muestra utilizado para extraccion de ADN
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™
50 bp ladder - Novagen. Ademas se presentan productos de PCR de pacientes normospérmicos (NO), cuyas
muestras marcadas con asterisco (*) corresponden a pruebas realizadas con ADN aislado de sangre
completa.

6.4. Deteccion de microdeleciones del cromosoma Y

Contando con el método de diagnédstico validado se procedié a analizar las muestras de los demas
individuos reclutados para el estudio. Se realizé una PCR multiplex A y una PCR multiplex B con
el ADN genémico aislado de cada muestra de hisopado de cavidad bucal. El disefio de la prueba
permite la confirmaciéon simultdnea de las microdeleciones detectadas en a las subregiones del Factor
de Azoospermia (AZF). Ya que una microdelecion en un PCR multiplex tnicamente es valida si en
el gel de electroforesis de la otra PCR multiplex también se encuentra.

Por lo tanto se confirmé que los 32 individuos normospérmicos reclutados para participar en el
grupo control del estudio no presentan microdeleciones del cromosoma Y. Esto se observa en las
figuras 11 - 14, donde los productos de ambas reacciones de PCR multiplex fueron revelados. Los
geles de agarosa presesentan un perfil de cinco fragmentos de ADN coincidentes cada uno con el
tamano esperado de cada marcador STS analizado.

Entre los 24 participantes con problemas de fertilidad, 67 % de ellos no presentaron microde-
leciones del cromosoma Y. Las microdeleciones detectadas se reparten entre individuos de las dos
condiciones evaluadas, azoospermia y oligozoospermia severa. Se detect6 al menos una microdeleciéon
en la region AZF del cromosoma Y en 31 % (5/16) de los pacientes oligozoospermicos severos y 38 %
(3/8) de los individuos con azoospermia no obstructiva. Estos valores corresponden al 9% y 5% de
los individuos masculinos en la muestra total, incluyendo el grupo control (56 individuos).

Deleciones en AZFa se detectaron en los pacientes OL-01, OL-04, OL-09, OL-15, AZ-01, AZ-03
y AZ-07 con los marcadores sY84 y sY86 (Figuras 15 - 19). Mientras que el paciente OL-14 con
oligozoospermia severa presenta deleciéon de los marcadores sY127 y sY134, correspondientes con
AZFb, como se observa en la Figura 17.
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_— = PCR Mutiplesx A ——m——0nn - /4 —— 44 ——
Escalera  NO-06 NO-07 NO-08 NO-09 NO-10 NO-11 NO-12 N0O-13 NO-14 NO-15 NO-15 NO-17 NO-18 NO-19 Control X Blanco

Figura 11: PCR Multiplex A en individuos normospérmicos (NO-06 a NO-19)
Descripcion: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y teniido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN gendémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de
pacientes normospérmicos (NO).

PCR Multiplex B
Escalera  NO-06 NO-07 NO-12 NO-13 NO-14 NO-15  NO-16 NO-17 NO-18 NO-19 Control X Blanco

S0nonn

Figura 12: PCR Multiplex B en individuos normospérmicos (NO-06 a NO-19)
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN genémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de
pacientes normospérmicos (NO).
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_ . PCRMuplexA———
Escalera NO-20 NO-21 NO-22 NO-23 NO-24 NO-25 NO-26 NO-27 NO-28 NO-29 NO-30 NO-31 NO-32  Control X Blanco

Figura 13: PCR Multiplex A en individuos normospérmicos (NO-20 a NO-32)
Descripcion: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN gendémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de
pacientes normospérmicos (NO).

PCR Multiplex B
Escalera NO-21 NO-22 NO-23 NO-24 NO-25 NO-26 NO-27 NO-28 NO-29 NO-30 NO-31 NO-32 Control X Blanco

Figura 14: PCR Multiplex B en individuos normospérmicos (NO-20 a NO-32)
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN gendémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de
pacientes normospérmicos (NO).
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pCR Multiplex A —4—4H—— —- oo — —
Escalera oL-01 OL-02 oL-04 0L-05 oL-06 oL-07 0OL-08 OoL-09 oL-10 oL-11 0L-12 Control X Blanco

Figura 15: PCR Multiplex A para pacientes diagnosticados con oligozoospermia severa
Descripcion: Gel de agarosa 2% realizado con buffer TBE 1X y teniido con GelRed®) - Biotium. El carril
del lado izquierdo corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se
utiliz6 ADN aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de pacientes con oligozoospermia severa (OL).

_—_—————— PCR Muliplex g —————— — —— —— —
Escalera  OL-01 oL-02 0L-03 0L-04 0oL-05 0OL-06 0L-07 0L-08 0L-09 oL-10 OL-11 oL12 Control X Blanco

Figura 16: PCR Multiplex B para pacientes diagnosticados con oligozoospermia severa
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
del lado izquierdo corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen. Se
utiliz6 ADN aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de pacientes con oligozoospermia severa (OL).
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- PCR MultiplexA—MM —F————— - PCR Muliplexg —4————————
Escalera  OL-13 0oL-14 OL-15 OL-16 Control X Blanco ] 0oL-13 OL-14 OL-15 OL-16 Control X Blanco

-
£
=

i
i

Figura 17: PCR Multiplex A y B para pacientes diagnosticados con oligozoospermia severa
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN genoémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de

pacientes previamente diagnosticados con oligozoospermia severa (OL).

-——————————— PCR Multiplex 4 —™@™@@ ———————— —————— - PCR Multiplex B
Escalera AZ01 AZ 02 AZ03 AZ04 Control X  Blanco Escalera AZ-01 AZ02 AZ03 AZ-04 Control X

Figura 18: PCR Multiplex A y B realizado a pacientes con azoospermia no obstructiva
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. El carril
identificado como escalera en la parte superior corresponde al marcador de masa molecular Perfect DNA™

50 bp ladder - Novagen. Se utiliz6 ADN gendémico aislado a partir de hisopado de cavidad bucal de
pacientes previamente diagnosticados con oligozoospermia severa (OL).
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PCR Multiplex A ——m8m8H ——— —— PCR Multiplex B
AZO7 AZQ7

AZ-05 AZ-D6 AZ-08 Control X Blanco AZ05 AZ-06 AZ08 Control X  Blanco
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Figura 19: PCR Multiplex A y B realizado a pacientes con azoospermia no obstructiva
Descripcion: Gel de agarosa 2 % realizado con buffer TBE 1X y tefiido con GelRed®) - Biotium. Los
carriles identificados como escalera en la parte superior corresponden al marcador de masa molecular

Perfect DNA™ 50 bp ladder - Novagen.

Cuadro 9: Prueba de igualdad de proporciones de dos muestras

Oligozoospermia Azoospermia no

Microdeleciones . X2 Valor-P
severa obstructiva
AZFa 0.2500 0.3750 0.02521 0.8738
AZFb 0.0625 0.0000 3.90 x 10732 1
Total 0.3125 0.3750 2.22 x 10731 1

Utilizando Rstudio versién 4.0.3 se realizaron pruebas de igualdad de proporciones para dos colas
con un nivel de significancia « de 0.05. En cada una se compar6 la proporciéon de microdeleciones
en pacientes oligozoospermicos severos y azoospérmicos en el tamafio total de la muestra de cada
grupo. Con base en el valor - P presentado, en ninguna de las tres pruebas realizadas se rechaza la
hipoétesis nula. Por lo que no se detecté una mayor frecuencia de microdeleciones del cromosoma Y
asociada a oligozoospermia severa en comparaciéon con azoospermia.
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CAPITULO [

Analisis de resultados

Previo a la validacion de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex se realizo la
extraccion de ADN de dos tipos de muestras, sangre periférica e hisopado de cavidad bucal. Esto con
el fin de validar la segunda toma de muestra como el método estandar para la prueba de detecciéon de
microdeleciones del cromosoma Y. El interés en esto se debe a que su recoleccién requiere de menos
insumos, pero también porque reduce el tiempo, incomodidad e invasion para el paciente (Ghatak,
Muthukumaran, y Nachimuthu, 2013). Por lo que inicialmente se realizo la extraccion de ADN con
el kit comercial QIAmp® DNA Blood Mini, seleccionado por su versatilidad y alto rendimiento
para la obtencién de acidos nucleicos con los dos tipos de muestra ya mencionados.

QIAmp®) DNA Blood Mini utiliza un método de extraccion de fase sélida que emplea columnas
de centrifugaciéon basadas en silice para la inmovilizacion de écidos nucleicos. Pero previo a esto las
células recolectadas deben ser lisadas mediante un tampoén de lisis nombrado por el fabricante como
buffer AL (QIAGEN, 2016). Al realizar la extraccion de ADN como es indicado en los protocolos del
fabricante se debe duplicar el volumen del tampo6n de lisis para trabajar con muestras de hisopado
de cavidad bucal, lo que implica la adquisicion adicional de un buffer cuyo costo es elevado. Debido a
esto se optd por la modificacion del protocolo del fabricante, combinando el protocolo de extraccién
de ADN de hisopado de cavidad bucal con el protocolo para purificacion de ADN a partir de sangre
y otros fluidos corporales.

Los eluidos de las columnas de centrifugacién de cada muestra fueron analizados mediante es-
pectrofotometria para comparar la eficacia del kit utilizado. Los valores previamente presentados en
los cuadros 5 y 6 indican que si se obtuvo ADN de alta pureza para ambos tipos de muestras a pesar
de la modificacion del protocolo del fabricante. Se debe aclarar que la diferencia de concentracion
de ADN genémico obtenido segun el tipo de muestra empleada ha sido previamente indicada por la
casa comercial en su manual de usuario. QTAmp®) DNA Blood Mini permite la obtencion de 0.5 -
3.5 ng de ADN (3 - 23 ng/pl) a partir de un hisopado de cavidad bucal, mientras que a partir de 200
1l de sangre humana completa se pueden obtener hasta 6 pg (30 ng/ul) de ADN (QIAGEN, 2016).
Esta diferencia se atribuye a la baja concentracién de células recolectadas mediante el hisopado en
comparacion con la cantidad recogida de la capa leucocitaria que se genera por la centrifugacion de
sangre periférica completa. A pesar de ello, las 61 muestras analizadas presentan concentraciones
dentro de los rangos indicados previamente.
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El método de PCR multiplex utilizado fue publicado por la Academia Europea de Andrologia
(EAA por sus siglas en inglés) y la Red Europea de Calidad de Genética Molecular (EMQN en inglés)
durante 2013 en su “Guia de mejores practicas para el diagnéstico molecular de microdeleciones
del cromosoma Y”. Por lo que para proceder de acuerdo con las directrices europeas se realizo el
panel basico de deteccion de microdeleciones. Se utilizaron dos reacciones de PCR multiplex para el
analisis de seis STS en total. Estos se encuentran distribuidos entre las tres subregiones del factor de
azoospermia (AZF), y fueron complementados con dos marcadores control. sY14 para el gen SRY
que debe incluirse como control del factor determinante del testiculo, ubicado en el brazo corto del
cromosoma Y, pero también para la deteccion de casos de varones XX. Y ZFX/ZFY para el control
de ADN femenino, ademas de los varones SRY negativos (46, XX) (Krausz y cols., 2013).

Mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % (30 minutos, 100 V) se revelaron los productos de
PCR de la validacion individual de cada marcador STS. En las figuras 5 - 8 se puede observar que los
pozos correspondientes al blanco de cada reaccién se presentan completamente limpios, lo cual indica
que las bandas amplificadas con ADN de individuos normospérmicos en los demés pozos no se deben
a contaminacion de los reactivos. Ademas, la presencia de una sola banda por carril, coincidente con
el peso molecular esperado de cada marcador sustenta que no existié amplificaciéon cruzada entre los
cebadores. Por otra parte, como se esperaba siete de los ocho marcadores no amplificaron el ADN
femenino utilizado en la mezcla de reacciéon para control del cromosoma X. Ya que tnicamente los
cebadores para el marcador ZFX/ZFY fueron disefiados para la amplificacion de dicho cromosoma.
Por ello, en el lado derecho de la Figura 8 se aprecian 6 bandas en lugar de solo 5 como en el resto
de figuras mencionadas.

La optimizacion de las PCR multiplex se concluy6 al comparar la efectividad del uso de ADN
purificado de diferentes tipos de muestras. Se determiné que los productos de PCR de las reacciones
llevadas a cabo con ADN plantilla aislado de sangre periférica son los mismos que para las reacciones
llevadas a cabo con ADN extraido de células de cavidad bucal recolectadas mediante hisopado. Los
fragmentos de ADN revelados por electroforesis en gel de agarosa, figuras 9 y 10, nicamente varian
en intensidad mas no en peso molecular. Validando asi el uso de hisopados de cavidad bucal como
método de toma de muestra para el diagnoéstico de microdeleciones del cromosoma Y.

El método de diagnostico implementado es efectivo para deteccion de microdelecioens del cro-
mosoma Y. Ya que en una muestra de 56 individuos fue posible la identificacién de ocho pacientes
con deleciones, todos ellos con problemas de fertilidad. Ningin individuo del grupo control present6
microdeleciones del cromosoma Y en alguna de las tres subregiones. 25 % de los 16 pacientes oligo-
zoospermicos participantes presentan delecion de la subregion A del factor de azoospermia (AZFa),
mientras el 6.25 % presenta delecion de AZFb. En cuanto a los pacientes con azoospermia no obs-
tructiva, no se detectaron deleciones de AZFb, pero el 37.5 % de los individuos presentan delecion en
AZFa. Por lo que las microdeleciones mas detectadas en esta muestra se presentan en AZFa (37.5%).

No se detecto ninguna microdelecion en AZFc a pesar de ser las més prevalentes a nivel mundial
(~ 80 %) (Gholami y cols., 2017). La frecuencia de microdeleciones del cromosoma Y identificadas en
este estudio es considerablemente mayor respecto a aquellas previamente publicadas. Siendo el tipo
de delecion mas frecuente aquellas en la region AZFc ( 80 %) seguido de AZFa (0,5 a 4 %), AZFb (1
ab5%)y AZFbc (1-3%) delecion (Han y cols., 2018; Krausz y cols., 2013; Simoni y cols., 1999). Sin
embargo estas variaciones en las frecuencias de las microdeleciones podrian estar influenciadas por
diferencias étnicas de las poblaciones analizadas, los criterios de seleccién de los hombres, el tamafio
de la muestra y el conjunto de marcadores STS utilizados en los estudios.

Los individuos con deleciones en AZFa y AZFb tienden a manifestar fenotipos variables de
infertilidad, pero méas frecuentemente azoospermia (Gholami y cols., 2017; Liu y cols., 2019). Todas
las deleciones observadas en individuos azoospermicos en este estudio ocurrieron en AZFa por lo
que existe correlacion entre el tipo de delecion y el fenotipo observado. Como ha sido previamente
descrito por otros estudios realizados en poblaciones europeas y asiéticas, las deleciones de toda la
region AZFa dan como resultado invariable el sindrome de solo células de Sertoli (SCOS por sus
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siglas en inglés) y azoospermia (Colaco y Modi, 2018; P. H. Vogt y cols., 2017; Kleiman y cols., 2012).
Por lo que el diagnostico de una delecién completa de la region AZFa implica la imposibilidad de
recuperar espermatozoides testiculares para inyeccion intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSI)
(Krausz y cols., 2013).

La deteccion de un solo paciente con delecion de AZFDb en la muestra analizada es coincidente
con otros estudios ya publicados, debido a que la delecion completa de esta subregion es la que
presenta menor incidencia a nivel mundial (Han y cols., 2018; Krausz y cols., 2013; Martinez-Garza
y cols., 2008). Por otra parte, el SCOS también es caracteristico de aquellas deleciones localizadas
en la region AZFb (P. H. Vogt y cols., 2017). Pero también han sido asociadas con la detenciéon de
la maduracién espermatica en la meiosis I, con frecuencia, pero no exclusivamente, en la etapa de
espermatocitos (Gongalves y cols., 2017). Aunque esta region de AZF ha sido la menos estudiada, se
conoce que las deleciones clasicas de AZFb, P5/proximal-P1, ocurren principalmente por cruzamiento
desigual entre segmentos homologos en sus extremidades (Soares y cols., 2012). Esta pérdida causa
la delecién de seis genes que codifican proteinas Y, expresadas predominantemente solo en el tejido
testicular; EIFA1Y, HSFY (2 copias funcionales), PRY (2 copias funcionales), RBMY1 (seis copias
funcionales), RPS4Y y SMCY (P. Vogt y cols., 2021).

Una limitacion del estudio es la cantidad de marcadores evaluados. A pesar de ser un método
establecido por EAA /EMQN y utilizar los seis STSs de mayor relevancia clinica [AZFa (sY84, sY86),
AZFDb (sY127,sY134), y AZFc (sY254, sY255)]. Un estudio realizado por Han y colaboradores (2018)
comprobé la posibilidad de que el panel de marcadores previamente mencionado no sea ttil para la
detecciéon de todas las microdeleciones en AZFc. Pues en este estudio se utilizaron 15 marcadores
STS adicionales que permitieron la deteccion tres pacientes adicionales con deleciones en la subregion
C del factor de azoospermia. Un panel amplificado de 23 marcadores STS se presenta en la seccién
de anexos, Cuadro 15.

En base a la proporcién de microdeleciones del cromosoma Y detectadas en individuos con
oligozoospermia severa (31.25 %) respecto a aquellos con azoospermia no obstructiva (37.50 %) no
es posible establecer una diferencia de frecuencia para su prevalencia. Es por ello que se recomienda
ampliar el tamano de la muestra del estudio para reclutar un mayor nimero de individuos con
problemas de fertilidad que ademaés incluya a més fenotipos y sectores de la poblacién guatemalteca.
Ya que en la poblacion general, a nivel mundial, las microdeleciones en el cromosoma Y ocurren en
aproximadamente 1 de 4000 hombres (Simoni, Tiittelmann, Gromoll, y Nieschlag, 2008).

La deteccién de microdeleciones del cromosoma Y en la poblaciéon guatemalteca es importante.
No solo por su principal proposito de identificar las causas de la infertilidad masculina, sino porque
posee un fuerte valor pronostico que permite brindar el mejor consejo genético y tratamiento a la
pareja. Sobre todo cuando se toman en cuenta los elevados costos de un tratamiento de reproduccion
asistida en el pais. Ya que en Guatemala un ciclo de Fertilizacién in vitro tiene un costo minimo de
cuarenta y cuatro mil quetzales (Q 44,000.00), sin tomar en cuenta los analisis clinicos previos que se
deben realizar. Por lo que un fallo del tratamiento representa la pérdida de una significativa inversion
monetaria para la pareja. Por otra parte, en caso de que el tratamiento resulte exitoso, los pacientes
deben tener en cuenta que la concepciéon de un hijo de sexo masculino a través de tratamientos de
reproduccién asistida no evita el que este individuo llegue a padecer los mismos defectos genéticos
que su progenitor debido a que el cromosoma Y se hereda completamente del padre, por lo que se
transmite de generacion en generacion préacticamente sin modificaciones.
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CAPITULO 8

Conclusiones

. Se modifico eficazmente el protocolo para extraccion de acidos nucleicos a partir de hisopado
de cavidad bucal brindado por el fabricante del kit comercial utilizado. Esto permiti6 la optimi-
zacion de reactivos sin comprometer la concentracion o pureza del ADN gendémico purificado.

. Se optimizo6 el uso, individual o en PCR multiplex, de pares especificos de cebadores para la
deteccion de microdeleciones del cromosoma Y mediante seis marcadores moleculares en la
region del factor de azoospermia (AZF).

. Se valid6 el uso de una toma de muestra menos invasiva para el paciente al detectar que la
efectividad del uso de ADN plantilla aislado de muestras de hisopado de cavidad bucal es la
misma que para aquellas pruebas realizadas con ADN genémico extraido a partir de sangre
periférica.

. Fue posible implementar el método de detecciéon para microdeleciones del cromosoma Y di-
sefiado por EAA/EMQN, para el diagnostico de pacientes con azoospermia no obstructiva y
oligozoospermia severa a partir de hisopado de cavidad bucal.

. Este estudio detecté microdeleciones del cromosoma Y en las subregiones AZFa y AZFb de in-
dividuos previamente diagnosticados con azoospermia no obstructiva y oligozoospermia severa.
Entre los 16 pacientes con oligozoospermia severa y 8 con azoospermia no obstructiva, 31 %
38 % respectivamente presentaron microdeleciones del cromosoma Y. Siendo més frecuentes las
microdeleciones en AZFa (29.1 %) que en AZFb (4.2%). Sin embargo, entre los 24 individuos
analizados, no se detectaron microdeleciones en la subregion C del Factor de Azoospermia
(AZF).

. No se detectaron microdeleciones del cromosoma Y en ninguno de los hombres con fertilidad
comprobada pertenecientes al grupo control del estudio, 32 individuos.
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capPiTuLo 9

Recomendaciones

1. Para determinar con precision el tipo de microdeleciones del cromosoma Y maés frecuente en la
poblacion guatemalteca se recomienda ampliar el tamano de la muestra de estudio para reclutar
un mayor niamero de individuos con problemas de fertilidad debido a su baja incidencia.

2. Se recomienda utilizar un mayor nimero de marcadores STS para la deteccion de microdele-
ciones del cromosoma Y menos frecuentes.

3. Se recomienda la deteccion sistemética de microdeleciones de Y en pacientes varones previo
al tratamiento con ICSI con el objetivo de brindar un mejor asesoramiento. Dado que la
herencia del cromosoma Y es siempre de origen paterno, por lo que es probable que los hombres
con deleciones del cromosoma Y tengan hijos con defectos genéticos similares después del
tratamiento con reproduccién asistida.
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capituLo 11

Anexos

Cuadro 10: Secuencia de cebadores para deteccion de STS para microdeleciones del cromosoma Y

s1s Cepader & ey
( 35228;]0) AGAAGGGTCCTGAAAGCAGGT GCCTACTACCTGGAGGCTTC
( 3512833) GTGACACACAGACTATGCTTC ACACACAGAGGGACAACCCT
(252112;)) GGCTCACAAACGAAAAGAAA CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
( 333(11:;%)) GTCTGCCTCACCATAAAACG ACCACTGCCAAAACTTTCAA
( ;;)2‘;13) GGGTGTTACCAGAAGGCAAA GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
( f;(gzii) GTTACAGGATTCGGCGTGAT CTCGTCATGTGCAGCCAC
( f%lsb) GAATATTCCCGCTCTCCGGA GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
Z(i)gi/ Izai)Y ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
Notas:

e Los STS sY84 y sY86 han sido disenados para la region AZFa, sY127 y sY134 para AZFb, y
sY254 y sY255 para AZFc.
e pb = abreviatura para pares de bases.

(Krausz y cols., 2013)
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Firma de testigo (en caso de que el donante sea analfabeto)

He leido la explicacion de este estudio y doy fe que los procedimientos, riesgos y posibles beneficios fueron explicados
de manera detallada al donante. A la vez declaro que yo no trabajo con el investigador principal u otras personas que trabajen
con ¢él, por lo que confirmo que el donante ha accedido de manera completamente voluntaria a participar en este estudio y que
puede retirarse en cualquier momento que lo desee, sin brindar explicacion ni verse expuesto a represalias.

Nombre de donante DPI Firma
Nombre de testigo DPI Firma
Nombre de investigador DPI Firma
Guatemala, de de 2021

Copia para participante del estudio

Declaracion del Consentimiento Informado

He sido invitado a participar en el trabajo de investigacion “Deteccion molecular de
microdeleciones del cromosoma Y a partir de hisopado de cavidad bucal en pacientes con
oligozoospermia severa o azoospermia”. Por lo que he leido y se me ha informado sobre los riesgos
y beneficios del estudio, he tenido la oportunidad de realizar preguntas acerca de la investigacion
y estas se me han contestado satisfactoriamente. Soy consciente que no recibiré una remuneracion
por mi participacion y he accedido voluntariamente a proporcionar una muestra de hisopado de
cavidad bucal. Previo a esta me limité a no comer, fumar, masticar chicle y beber agua antes y = Escanee para acceder a
durante la toma de muestra debido a que esto puede comprometer los resultados de su analisis. Por ~ formulario de registro de
lo tanto, consiento voluntariamente participar en este estudio y entiendo que tengo el derecho de  informacion de contacto
retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que se me afecte de ninguna manera.

Nombre de donante DPI Firma
Nombre de testigo DPI Firma
Nombre de investigador DPI Firma
Guatemala, de de 2021

Informacion de Coinvestigadores

Licenciado Fredy Mejia Analucia Gonzalez Chavez
Embriélogo Estudiante de Bioquimica y Microbiologia
Correo electronico: fmejia@centroprocrea.com Celular: 30672 2630

Correo electronico: gonl7526@uvg.edu.gt
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Cuadro 11: Concentraciones y razones de pureza obtenidas con NanoDrop OneC para ADN
genémico extraido a partir de hisopado de cavidad bucal a individuos normospérmicos

Lectura 1 Lectura 2
VISR Concentracin A 260/280 A 260,230 CORCCMtracion -y ogh 080 A 260,230
(ng/ql) (ng/ql)
NO-01 15.43 181 5.20 16.42 Y 5.01
NO-02 16.16 1.83 2.10 15.61 177 2.19
NO-03 15.12 1.79 9.14 13.70 1.82 9.12
NO-04 13.30 1.70 2.02 14.69 1.80 2.04
NO-05 15.38 171 9.17 14.97 1.82 2.15
NO-06 17.40 173 2.17 17.91 175 2.02
NO-07 16.11 1.80 9.14 15.20 1.74 2.05
NO-08 13.86 1.70 2.00 13.76 1.72 2.05
NO-09 91.72 1.83 2.04 19.94 1.80 2.15
NO-10 15.27 1.74 9.14 14.37 1.75 2.08
NO-11 17.14 1.70 2.18 17.43 1.85 2.07
NO-12 14.57 1.85 2.11 15.64 1.78 2.07
NO-13 15.30 1.75 2.05 14.39 1.70 2.00
NO-14 15.76 1.77 9.90 14.57 1.83 9.15
NO-15 17.77 175 2.16 17.60 1.76 2.19
NO-16 16.45 171 9.20 17.67 1.81 2.04
NO-17 15.70 175 2.03 14.49 1.85 2.02
NO-18 15.26 1.74 2.01 15.59 1.85 2.01
NO-19 14.80 1.84 9.19 14.45 1.74 2.04
NO-20 17.99 1.73 2.05 16.39 1.82 9.07
NO-21 16.06 1.70 2.15 17.21 1.79 2.20
NO-22 18.83 1.78 2.08 20.76 1.81 2.16
NO-23 15.07 1.76 2.18 16.74 171 2.01
NO-24 18.23 1.74 9.04 19.04 1.70 2.03
NO-25 14.44 171 2.05 15.61 1.82 9.17
NO-26 14.24 181 9.14 15.83 1.72 2.11
NO-27 16.81 1.74 2.07 14.72 175 2.01
NO-28 17.99 1.78 2.15 16.25 1.72 2.16
NO-29 16.47 1.78 2.20 17.27 1.83 2.12
NO-30 16.14 181 2.08 15.34 1.80 2.01
NO-31 14.24 1.85 2.08 14.98 171 217
NO-32 20.79 1.78 2.00 21.85 1.80 2.06
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Cuadro 12: Concentraciones y razones de pureza obtenidas con NanoDrop OneC para ADN
gendémico extraido a partir de sangre de individuos normospérmicos

Muestra Lectura CORCCRIFAcOn 4\ 964980 A 260,230
(ng/nl)
NooL 15 179 303
ooz, 29.49 L 17
Nows 1724 150 208
oot 2638 75 215
ow L mw  am am

Cuadro 13: Concentraciones y razones de pureza obtenidas con NanoDrop OneC para ADN
genomico extraido a partir de hisopado de cavidad bucal a pacientes con oligozoospermia severa

Muestra TLectura CORCeRracidn , oqq 980 A 260,230
(ng/nl)
oL 157 176 205
oL, 1625 I 200
oL, 1535 179 301
oLor 15,63 81 219
oo, 16.40 78 315
oL 16.47 L7s 314
oLor 1498 51 216
oL, 1745 75 215
o0, 1446 I73 201
oL, 1615 L7t 219
oLy 1373 I 205
oL, 1573 1’54 208
oL g L83 208
oLl 1613 83 313
oL, 16.42 176 215
oLy 1608 78 206
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Cuadro 14: Concentraciones y razones de pureza obtenidas con NanoDrop OneC para ADN
genémico extraido a partir de hisopado de cavidad bucal a pacientes con azoospermia no

obstructiva
Muestra Lectura CORCCRracidn , oqq 080 A 260,230
(ng/nl)
azor 1570 e 203
Aoz 1707 178 216
azos 14356 L72 220
azor 15.45 Lri 220
Ao, 1602 L83 209
o Lommooam e
T U
azos 1605 178 201
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Cuadro 15: Panel extenso de marcadores STS propuesto por EAA/EMQN para la deteccion de
microdeleciones del cromosoma Y

STS Cebador A (5’ - 3°) Cebador B (5’ - 37)
Panel basico
(3228;;1b) AGAAGGGTCCTGAAAGCAGGT GCCTACTACCTGGAGGCTTC
(35128;) GTGACACACAGACTATGCTTC ACACACAGAGGGACAACCCT
(2534112)1) GGCTCACAAACGAAAAGAAA CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
(:?3(11?;) GTCTGCCTCACCATAAAACG ACCACTGCCAAAACTTTCAA
(gsg;fi‘i) GGGTGTTACCAGAAGGCAAA GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
(f;?ii) GTTACAGGATTCGGCGTGAT CTCGTCATGTGCAGCCAC
(4S7g1§b) GAATATTCCCGCTCTCCGGA GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
Z(lz ;(5/ iE)Y ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC ~GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
Panel estendido
(Q%Zssb) ATCCTGCCCTTCTGAATCTC CAGTGTCCACTGATGGATGA
- s ob)  CTTGAATCAAAGAAGGCCCT CAATTTGGTTTGGCTGACAT
(ﬁéoﬁ) GGGTCGGTGCACCTAAATAA TGCACTAAAGAGTGATAATAAATTCTG
(S;;;Osg) TCAGGTACTGTGATGCCGTT TGAAGAGGACACAAAGGGAAA
(ZZ;OSE) ATGGCTTCATCCCAACTGAG CATTGGOCTCTCCTGAGACT
(1Z§8§b) TTGTAATCCAAATACATGGGC CACCCAGCCATTTGTTTTAC
(58(11‘;‘?0) AAGGGCTTCTTCTCTTGCTT AGGGAGCTTAAACTCACCGT
(f;ijlit) AGTTCACAGAATGGAGCCTG CCTGTGACTCCAGTTTGGTC
(%Zéfé) GGCTTAAACTTGGGAGGGTG CAAAGAGCCTCCCAGACCA
(:’fﬁlﬁ)) GCAGGATGAGAAGCAGGTAG CCGTGTGCTGGAGACTAATC
(S;g;lss) ACTACCATTTCTGGAAGCCG CTCCCTTGGTTCATGCCATT
(15;)12?1;) GCATCCTCATTTTATGTCCA CAACCCAAAAGCACTGAGTA
(55223;) TAAAAGGCAGAACTGCCAGG GGGAGAAAAGTTCTGCAACG
(g;l;?é) CCAGACGTTCTACCCTTTCG GAGCOGAGATCCAGTTACCA
(§3Y61i%) TACGGGTCTCGAATGGAATA TCATTGCATTCCTTTCCATT
Notas:

e Los cebadores de sY84, sY86, sY82, sY83, sY1064, sY1065, sY1182 y sY88 han sido disefiados para la

region AZFa.

e Los cebadores de sY127, sY134, sY105, sY121, sY1224, sY143, sY1192 han sido disenados para AZFb,
e Los cebadores de los STS sY254 y sY255 se diseniaron para AZFc.

e Los STS sY1291 y sY1191 han sido diseniados para la region gr/gr del cromosoma Y.

e Los cebadores del marcador sY160 se disenaron para la heterocromatina del cromosoma Y.

e pb = abreviatura para pares de bases.

(Krausz y cols., 2013)
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