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RESUMEN

Dr. Lauro Salvador Gémez Guerra Fecha de Graduacion: Abril 2008
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

DETERMINACION DE REPETICIONES
CAG EN EL RECEPTOR DE
ANDROGENOS Y SU RELACION CON
LA INFERTILIDAD MASCULINA

Numero de paginas: 41 Candidato para el grado de Doctor en
Medicina

Area de estudio: Analisis de repeticiones del CAG en el receptor de andrégenos

Propésito: Distintas investigaciones en diferentes regiones del mundo han
implicado la relacion del numero de repeticiones del CAG en el receptor de
andrégenos con infertilidad masculina con resultados controversiales. En este
estudio nosotros investigamos la asociacion de infertilidad masculina idiopatica
por primera vez en varones mexicanos con el numero de repeticiones del CAG
en el receptor de androgenos.

Material y Métodos: EIl niumero de repeticiones del CAG en el receptor de
andrégenos fue investigado en varones infértiles y varones fértiles como grupo
control. Los parametros espermaticos variaron de azoospermia a
oligoastenozoospermia severa de origen idiopatico. El grupo control consistio
en varones con paternidad comprobada. EI DNA fue aislado de sangre
periférica y el genotipo fue realizado por PCR.

Resultados: No hubo diferencia estadisticamente significativa en el numero de
repeticiones de CAG en el receptor de andrégenos entre el grupo control
(23.32, DS + 2.557) y los varones infértiles (media 23.56 y DS + 3.006)
respectivamente, con una p= 0.665.

Conclusién: El numero de repeticiones del CAG en el receptor de andrégenos
no esta relacionado con el grado de impedimento en la espermatogénesis y

caracteristicas clinicas en varones infértiles; por lo que no se considera un
factor de riesgo en infertilidad masculina en la poblacién mexicana.

FIRMA DE LA ASESORA
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IX. INTRODUCCION

La infertilidad de la pareja es atribuible a la mujer aproximadamente en el 40%
de los casos y en otro 40% al varon, siendo el 20% restante problemas de
ambos "% En las pruebas requeridas para determinar la causa especifica de
la infertilidad se evaluan en la pareja los antecedentes infecciosos, la exposicion
a agentes quimicos o fisicos, los factores endocrinolégicos, etc. En la mujer se
investiga ademas la ovulacion y el estado anatémico de las trompas de Falopio,
mientras que en el varon se estudian la produccion de espermatozoides
(numero, movilidad y forma), la anatomia del aparato reproductor y su
vasculatura®. Esto Ultimo a través de la valoracién clinica, un analisis de semen,
niveles hormonales, estudios de imagen y otros estudios especificos. En los
varones sub-fértiles, los defectos en la espermatogénesis son una observacién
comun, sin embargo, en muchos hombres este no es un evento evidente como

una causa definitiva de infertilidad masculina®.

Finalmente, existe también aquélla infertiidad que aun después de haber
descartado las causas fisiolégicas (particularmente las hormonales) y
anatomicas en las estructuras del aparato reproductivo y el tejido gonadal, no
se encuentra una causa aparente del problema. Las investigaciones recientes
han revelado que una proporcion significativa de infertilidad masculina puede

estar asociada a una variedad de anormalidades genéticas® °.

12
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Los factores genéticos mas comunmente asociados a la infertilidad masculina
son:

1) Anormalidades en el cariotipo’ (donde se puede desenmascarar
anormalidades genéticas potencialmente transmisibles en el hombre infértil,
incluyendo desérdenes numéricos y estructurales de los cromosomas).

2) Las microdeleciones de genes espermatogénicos que se localizan en
el cromosoma Y? que llevan a un debilitamiento espermatogénico; por ejemplo,
cuando se observa una falla testicular por azoospermia o por oligozoospermia
severa. Las microdeleciones en el cromosoma Y pueden estar presentes entre
el 10 al 15% de estos pacientes. En un trabajo realizado por nuestro grupo de
colaboracion sobre el analisis de deleciones en el cromosoma Y en un grupo de
60 pacientes azoospermicos, encontramos una frecuencia del 14% de
microdeleciones®.

3) Los desordenes genéticos que afectan la secrecion y accion de
gonadotropinas destacando la deficiencia de andrégenos .

4) Las mutaciones en el gen regulador de la conductancia

112 o] cual esta asociado con

transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR)
azoospermia, con aplasia congénita del epididimo y ausencia bilateral congénita
de los conductos deferentes.

5) Adicionalmente a estas factores genéticos mencionados, en los

ultimos anos, varios investigadores han reportado que mutaciones vy

polimorfismos en el gen del Receptor de Androgenos (RA) ocasionan la

13



Determinacion de repeticiones CAG en el Receptor de Andrégenos (RA) v su relacion con la infertilidad masculina.
Dr. Lauro S. Gomez Guerra.

expresion variable de la proteina y que esta variabilidad esta significativamente
asociada con disminucion de la espermatogénesis e infertilidad

masculina'>'415

Con base a esta ultima observacién, este proyecto se enfocod al analisis del
polimorfismo CAG localizado en el exén 1 del gen del RA, con la finalidad de
determinar si existe alguna relacion con este polimorfismo y la infertilidad
masculina en un grupo de pacientes infértiles que asisten a la consulta de

Urologia del Hospital Universitario, “José Eleuterio Gonzalez”-UANL..

A continuacién se describen las funciones y caracteristicas moleculares del RA
y particularmente se mencionan algunos trabajos que han analizado el numero
de las repeticiones CAG en diferentes poblaciones, donde muestran la
variabilidad en el numero de repeticiones dependiendo de la poblacion

estudiada.

1.1 Funcidén del receptor de andrégenos (RA)

El RA es una proteina funcionalmente muy interesante, no solo tiene su
actividad receptora de la hormona para ejercer la respuesta celular por su union
al ligando, sino que también ejerce la funcidén como factor de transcripcion; de
modo que esta proteina realiza sefalizacion celular y regula expresion de
muchos otros genes esenciales en el metabolismo normal de la célula (ver

figura 1)

14
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Figura 1. Modelo de accion de las hormonas esteroideas en una célula diana (Modificado de Trudy McKee.
2003. Bioquimica: La base molecular de la vida 16). En el caso del RA, la hormona llega hasta la célula
blanco transportada por una proteina plasmatica, se introduce a la célula y se une al RA. Ocurre la
transduccién del ligando hormona-receptor y se internaliza al nucleo donde se une al DNA y activa la
transcripcion de genes regulados por andrégenos, para desencadenar la respuesta bioldgica.

El desarrollo del fenotipo masculino y el inicio de la espermatogénesis destacan
en la produccion de gametos masculinos que son dependientes en los eventos
celulares que responden a los andrégenos. Los dos andrégenos fisiologicos
mas importantes son la testosterona (T) y la 5 alfa de- hidrotestosterona (DHT)

(ver figura 2).
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La accion de los androégenos esta mediada por el Receptor de Andrdgenos

Regulacion de la Gonadotropina

Espermatogénesis

Regulacion Genética
T T —T-RA
Testiculos )y

Plasma \

DHT—*DHT-RA

Diferenciacion Sexual
Virilizaciéon Externa

Maduracion Sexual
en la Pubertad

L Regulacion Genética
Célula Blanco

Figura 2. Representa la accion de los androgenos mediada por el receptor de andrégeno (RA).
T=Testosterona, DHT=Dihidrotestosterona

La accion de los androgenos es mediado por los RA y a pesar de la existencia
de dos formas diferentes de andrégenos, solo un gen para el RA ha sido
identificado y clonado (aunque existen dos isoformas originadas a partir del
mismo gen)'"'8,

La testosterona es crucial para la sobrevivencia de los conductos de Wolf y su
subsiguiente desarrollo y diferenciacién a epididimo, conducto deferente y
vesicula seminal. La DHT, un metabolito de la testosterona, esta involucrado en
el desarrollo del pene y el escroto. Al momento de la pubertad, los andrégenos
manejan la iniciacion de la espermatogénesis y el desarrollo de los érganos
sexuales accesorios, incluyendo la prostata. Todos estos procesos
desarrollados dependientes de andrégenos, culminan en una espermatogénesis

exitosa; pero, alguna alteracion en cualquiera de estos pasos o etapas podra

resultar en una falla en la espermatogénesis'”.
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1.2 Biologia molecular del receptor de andrégenos

El gen del RA se localiza en el brazo corto del cromosoma X, abarca una region
de 80 a 90 Kb. correspondientes a 8 exones que se transcriben en un RNA
mensajero (RNAm) de 2, 760 nucleétidos' %

El RA es realmente un factor de transcripcidon intracelular (se localiza en el
citoplasma), pertenece a la superfamilia del receptor nuclear/esteroide;

miembros de los cuales incluyen receptores para estrégenos, progesterona,

hormonas adrenales, hormona tiroidea, &cido retinoico y vitamina D?".

Se han descrito dos isoformas del RA (isoformas RA-A y RA-B) originadas a
partir del mismo gen: La forma RA-A: Es una proteina de 87 kDa: con la regién
amino+ terminal truncada porque carece de los primeros 187 aminoacidos y la
forma RA-B: Es una proteina de 110 kDa: corresponde a la forma completa
Al igual que otros receptores nucleares, respecto a la relacion estructura y
funcion del RA, éste tiene varios dominios modulares, cada uno con funciones
definidas que se describen a continuacién®? (ver figura 3).
a) Un dominio de transactivacion (TAD) en la regién amino-terminal, que
consiste en un dominio regulador de union a AF-1 (Funcion de Activacion
1) localizado entre los residuos 101 y 370, lo cual es requerido para unir
al factor transcripcional AF-5 entre los residuos 360 a 485, responsable
para la actividad constitutiva y de dimerizacién que involucra a los
residuos 1 al 36 y que contiene el dominio FXXLF (donde F =

fenilalanina, L = Leucina, and X = cualquier aminoacido)?®

17
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b) Un dominio de unién al DNA (DBD) posicionado en la parte central de la
proteina entre los residuos 370 a 494 el cual interactua tanto con el DNA y
con el dominio LBD en una forma inusual (para un receptor nuclear) en una
interaccion cabeza-cola.

¢) Un dominio o regién de bisagra flexible, que conecta a DBD con LBD; influye
en el trafico subcelular de proteinas activando a AF-2, responsable de la
actividad agonista inducida por AF-2 unido a proteinas co-activadoras (que
contienen motivos LXXLL) y/o la region AF-1 de otra molécula de RA
(conteniendo el motivo FXXLF) para formar el dimero cabeza-cola.

d) Un dominio co-activador de unién al ligando (LBD) en la regiéon carboxi-
terminal®®. Aunque cada dominio del RA tiene funciones especificas, pueden
llevarse a cabo interacciones intermoleculares entre dominios o también

interacciones intramoleculares con otras proteinas co-activadoras 22

qlil-12
Cromesoma X 1: 8] m q _")
5 intron 1 2 3 4 & g 3
I7) [ | : =
Gen w—PRE— 8 &l A —EHBHE
=26 =15 26 56 48 0.8 0.7
exon Tamaiio Intron (Kbp)
1 F) 3 4 5 & 7 8
RHAm - [ 2 T3] ['sTel7] 8 }»
1613 b52 117 2s8 45 131 158 155
Tamaiio Exdn (bp)
N-terminal Union DA

Dominio de unidn a
hormona

Proteina NHJ

COOH

Figura 3. Estructura molecular del receptor de andrégenos. La figura esquematiza la localizacion,
estructura del gen, RNAm y los dominios de la proteina: a) el dominio de transactivacion (TAD) en la
region amino-terminal, b) el dominio de union al DNA (DBD) posicionado en la parte central de la

proteina, c) el dominio o regién de bisagra y d) Un dominio co-activador de unién al ligando (LBD) en la
regiéon carboxi-terminal.
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El conocimiento de las propiedades funcionales y estructurales de los RA ha
sido también muy importante para el entendimiento de las bases moleculares
de la infertilidad masculina causada por el mal funcionamiento de este receptor.
Ahora se sabe que la region 5°del gen RA, a nivel del exén 1 (correspondiente
al dominio TAD) esta formado por dos segmentos consistentes en repeticiones
de aminoacidos de glutamina (codificados por el codon CAG) y glicina
(codificados por el codon GGN). Algunos trabajos han mostrado que el numero

de repeticiones es polimérfico y el numero de estas repeticiones varia entre

individuos de la poblacién normal (ver tabla 1).273*

Tabla 1. Variaciones étnicas en la repeticion CAG en el exdn 1 del receptor de andrégenos, en sujetos
sanos

CHINOS FHo—— | 300 | o
NORTEAMERICANOS | L | o | £
ASIATICOS , T , 3
NORTEAMERICANOS ! T 2| s
CAUCASICOS ; | 456 | &
AUSTRALIANOS L g 110 | &
CAUCASICOS ' ' s
EUROPEOS CAUCASICOS | | 17 | 3
INDIOS SUR DEL CHILE | | 200 | &
INDIOS BRASILENOS L I 43 | =
AFROAMERICANOS ! C ! E
AFRICANOS ! ' 55 | =
12 14 16 18 20 22 24 26 28
Numero de repeticiones del CAG

Existe mucha controversia acerca de como esta variacién en la secuencia lider
de la proteina puede afectar la funcidon y en algunas situaciones, asociarse a
infertilidad masculina y a otras patologias como cancer de préstata, cancer de

mama, etc. (ver figura 4).
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El RA pertenece a la familia de los receptores nucleares.
Localizacion y estructura del gen:

Exén |
1 R
Infertilidad
CAG-CAG-CAG-CAG-CAG-CAG CA Proéstata
Regi6n Polimoérfica Efecto de la Progesterona
CA Mama

Cromosoma X

Sindrome de ovario Poliquistico

& Feminizacion testicular completa
Mutaciones en el gen del RAX & Anormalidades en uretra y pene
Q@ Genotipo XY

Figura 4: Representacion de la estructura del Gen del Receptor de Anddgenos y la localizacion de las
repeticiones CAG en el exén 1. En corchetes se menciona la asociacién de las repeticones CAG con
algunas patologias mientras que otras mutaciones a lo largo del gen se asocian con otras.

1.3 Polimorfismos en el receptor de andrégenos

Con el creciente conocimiento del genoma humano, se ha hecho evidente que
las variaciones genéticas (polimorfismos) se pueden encontrar en cualquier
gen y a cualquier nivel de éstos (exones, intrones o promotor y regiones no
codificantes). De manera que respecto a la localizacion de nuevos
polimorfismos en genes de hormonas proteicas o en los receptores de éstas
también se ha hecho evidente. Algunos de estos polimorfismos pueden tener
implicaciones fisiolégicas minimas aunque en algunos otros casos, éstos se han

relacionados a patologias especificas.
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La incidencia de tales polimorfismos dentro de un gen dado varian entre un 15 a
un 30% entre la poblacién normal. Esto indica que por lo general, estos cambios
no tienen un efecto grave en la poblacién. Sin embargo, algunas de las
variantes que afectan la eficiencia de la funcion de la proteina en la que se
localizan pueden tener una consecuencia patoldgica, la cual se manifestara
clinicamente dependiendo de la severidad en la que se altera la eficiencia de la
actividad de la proteina. Por ejemplo, en el caso de los receptores hormonales
(que es el tema que nos interesa en ese proyecto), puede ser que el efecto no
llegue a ser deletéreo, sin embargo puede ser capaz de modificar ligeramente el
sistema de retroalimentacion endocrina y finalmente modificar la accién

hormonal con alteraciones clinicas manifiestas.

Un aspecto muy interesante de los efectos de los polimorfismos es que a veces,
a pesar de que se ubican en un mismo gen, éstos pueden tener consecuencias
muy variables dependiendo de su localizacién dentro de éste. (Por ejemplo,
algunos polimorfismos afectaran ligeramente la eficiencia funcional de una
proteina, mientras que otros estaran asociados a la eliminacién completa de la
funcién). Por otro lado, otro aspecto interesante es el que demuestra como un
mismo polimorfismo puede estar asociado a dos patologias diferentes (por
ejemplo el polimorfismo de ApoB asociado a Diabetes Mellitus y a Alzheimer.

Lo anterior lo podemos hacer aun mas complicado si pensamos que la
presencia de un polimorfismo en cada poblacion o grupo étnico puede tener
repercusiones diferentes en la modificacion de la actividad de la proteina,

dependiendo del componente genético global de los individuos (ver tabla 1).
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Lo que hace necesaria la caracterizacidon genética de cada poblaciéon para
determinar si la presencia de un polimorfismo dado pudiera estar asociado o no
con una patologia particular. En ultima instancia, la caracterizacion de dicho
polimorfismo puede servir para determinar su frecuencia en la poblacién y en

estudios posteriores determinar si éste tiene alguna correlacion patolégica.36

En el caso del RA, se ha descrito que existe un polimorfismo de repeticion
variable en tandem de tripletes CAG que ha sido asociado a infertilidad
masculina (ver tabla 2) y mas recientemente se ha descrito, que este mismo
polimorfismo puede estar asociado a la edad del establecimiento del cancer de
prostata en los varones®*® Ambos hallazgos han sido muy conflictivos vy
aunque algunos autores confirman estas asociaciones, algunos otros las
rechazan.

*° y cols. y Dowsing*® y cols., en trabajos independientes,

Por ejemplo, Tu
asociaron la extension de la secuencia de poliglutaminas (repeticiones CAG)
con defectos en la espermatogénesis, y mas recientemente otro estudio de
Mifsud y cols.*! mostré que hombres que presentaban 26 o mas repeticiones
CAG en la secuencia del gen RA tenian un riesgo de 7 veces mayor de ser
azoospermicos. Consistente con la relacion inversa entre la longitud de
repeticiones CAG vy la funcién de los RA, algunos laboratorios y grupos de
trabajo han demostrado que la longitud de repeticiones CAG se ha encontrado

en los RA de pacientes con defectos en la espermatogénesis. En una

poblacién de Singapur de origen asiatico mixto, pacientes con repeticiones de

22



Determinacion de repeticiones CAG en el Receptor de Andrégenos (RA) v su relacion con la infertilidad masculina.
Dr. Lauro S. Gomez Guerra.

CAG de mas de 28 en el primer exdon del gen de RA tenian mas de 4 veces
aumentado el riesgo de espermatogénesis reducida. Esto también fue
observado en poblaciones australianas®*? japonesas43, norteamericanas*’ y

francesas™.

Otros estudios In Vitro han demostrado una relacién inversa entre la longitud de
repeticiones CAG y la funcion de los RA: una expansion progresiva de
repeticiones CAG en el RA causa una disminucion lineal de la funcion trans-
activadora®®. Ademas, se han encontrado que los alelos cortos (con poco
numero de repeticiones) estan asociados con tumores dependientes de
androgenos, por lo que algunos autores lo han relacionado con el cancer de

préostata.

Las repeticiones cortas de CAG aumentan la androgenicidad de los RA vy
resultan en anormalidades que estimulan altamente al tejido prostatico,
siguiendo de un aumento en el riesgo de desarrollo de tumoracion en edades
tempranas®, aumentando el grado del tumor y extensién extra-prostatica en el
cancer de prostata.

Estos datos sugieren la hipotesis de que la longitud de CAG reduce la actividad
intrinseca de la actividad RA, continuando con una disminucion en la
espermatogénesis e infertilidad masculina (ver figura 5). Sin embargo, estos
datos no fueron corroborados en otros estudios, como fue el caso de
poblaciones como Suecia?’, Alemania®®, Holanda*® y Dinamarca® donde la

relacion no ha sido estadisticamente significativa en el tamafio de repeticiones
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CAG y la disminucion en la espermatogénesis. Combinando datos provenientes
de estudios europeos tampoco fue posible encontrar alguna diferencia en las
distribuciones de longitud de repeticiones de CAG entre hombres fértiles e

infértiles.

11-12
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= r COOH Proteina RA

Longitud variable de
poliglutaminas

Figura 5. Esquema que muestra la estructura del gen del receptor de andrégenos. En color rojo se
identifica la posicién del exéon 1 en el gen, donde se ubican las repeticiones CAG que al traducirse
generan una secuencia variable de glutaminas en la regién NH terminal de la proteina.

La causa de la disparidad en los diferentes estudios aun no esta clara, pero
podria estar relacionada con la influencia de diferencias étnicas. Como
resultado de diferentes estudios tanto en poblaciones europeas como asiaticos
donde los rango de repeticiones CAG son distintos, es concebible que las
variaciones en la longitud de repeticiones CAG podrian ser mas toleradas en
poblaciones europeas donde el rango de repeticiones es mas amplio

comparado con las poblaciones asiaticas donde la variacion del rango de
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repeticiones de CAG es mas estrecha y podria ser mas significativo en términos
de alteraciones funcionales en los RA. *'%?

Alternativamente, debido a que el impedimento de la espermatogénesis tiene
una etiologia multifactorial, una larga repeticion de CAG podria ser un factor
significante sélo cuando otros factores que influyen negativamente en la

espermatogénesis estén también presentes (ver figura 6). >

mrfo normal
S - - - 37| EEE

Sindrome de
Kennedy

(X-SBMA)

Figura 6. Modulacion del efecto gendmico de la testosterona por la longitud del nimero de repeticiones
CAG en el receptor de andrégenos

Estudios recientes han proporcionado mas informacién hacia el mecanismo
molecular de como el tracto CAG afecta la competencia funcional de los RA. El
area de trans-activacion del RA es importante para la funcién normal del RA
proporcionando la funcion esencial AF-1 e interactuando con co-activadores,

pues fue demostrado que con el aumento de repeticiones CAG se reprime la
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co-activacibn mediada por la proteina p160 (tales como AIB1, SCR-1a,
GRIP1)** Esto demostré que la pérdida parcial de la funcién RA (con 65
repeticiones CAG) es debido a la eliminacion de la proteina RA mutada porque
es preferentemente dirigida para degradacidon mediante la via de la

ubiquintin/protosoma*®43,

En resumen, y considerando el area de interés de este proyecto, en la tabla 1
se menciona algunos trabajos que se han realizado hasta la fecha en los que
han tratado de correlacionar el numero de repeticiones CAG del RA y

alteraciones en su funcion. (ver tabla 2)
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Tabla 2. Estudios del numero de repeticiones CAG en el gen del RA en varones con infertilidad masculina
idiopatica, cancer de prostata y otras patologias.

Autor (es) Hallazgos:

La Spada Expansion del numero de repeticiones CAG (>40) en
(1991)53y enfermedad de Kennedy (caracterizada por debilidad
Dejager y cols muscular progresiva, poca virilizacion, produccion deficiente
(2002)** de esperma, atrofia testicular y fertilidad reducida)
Chamberlain Correlacion positiva entre el numero de repeticiones CAG y
(1994) *° la pérdida de la funcion del RA.

Coetzee (1994)* | Correlacion entre el RA y el establecimiento del Cancer de

Prostata

Choong (1996)° | Relacién inversa entre la longitud de segmento de
repeticiones y los niveles de la proteina (RA), en pacientes
con infertilidad masculina idiopatica.

Hardy (1996)°" Correlacién entre el numero de repeticiones del RA y la edad
de establecimiento del Cancer de Préstata

Dowsing (1993)"° | Asociacién entre aumento en el nimero de repeticiones
Tut (1997)%° CAG e infertilidad masculina idiopatica.

Giwercman y cols | No encontraron relacién entre el tamafio de la expansion
(2000).°” Dadze y | CAG del RA 'y la produccién alterada de espermatozoides.
cols (2000)*
Tateno (2001)°° | No encontraron asociacion entre el nimero de repeticiones
CAG del RA con infertilidad masculina idiopatica.

Mifsud (2001)*" y | Se encontré que repeticiones CAG de 26 o mas, en el RA,
Casella (2003)*° | aumentaban 7 veces el riesgo de ser infértil.

Beilin, J y Cols. | No encontraron asociacién en un estudio de casos y
(2003) controles en Australia, del polimorfismo CAG del RA en
pacientes con cancer de prostata.

Correa-Cerro, L., | No encontraron asociacion entre los polimorfismos
y Cols. (1999)*. (CAG)NnCAA y GGN en el RA en pacientes con cancer de
prostata en la poblacion Francesa-Alemana.

Giovannucci, E., Si encontraron asociacién entre el polimorfismo CAG en el
y Cols. (1997).5"y | RA en pacientes con cancer de préstata.

(1996) *
Alevizaki M . y Encontraron asociacion entre la enfermedad de arterias
cols (2005)% coronarias y las repeticiones CAG mas cortas del RA. Este es

uno de los primeros trabajos que analizan ésta asociacion

Como puede observarse al analizar la tabla anterior, y como se ha venido
discutiendo, no existe una opinibn consensuada sobre la relaciéon del
polimorfismo CAG del RA con la infertilidad masculina. Sin embargo, lo que si
es evidente es la variabilidad que existe en el numero de repeticiones CAG

dependiendo de las poblaciones estudiadas.
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X. ANTECEDENTES DIRECTOS

Como se menciond anteriormente al hablar sobre la importancia del estudio de
los polimorfismos, es evidente que en una primera instancia es necesario la
caracterizacion de los polimorfismos en cada grupo étnico para determinar su
frecuencia en la poblacion; y en estudios posteriores determinar si éstos tienen

alguna correlacion patologica.

A pesar de la amplia gama de informacion sobre este topico, a la fecha (en una
revision de la literatura hecha hasta junio del 2007), no existe ningun estudio
sobre el numero de repeticiones CAG del RA en poblaciones hispanas, o
especificamente en nuestra poblacibn mexicana; lo cual seria sumamente
interesante. Pues se ha reportado que dependiendo del origen étnico, se han
descrito diferentes rangos en el numero de repeticiones CAG para poblaciones
fértiles, el cual puede variar de 8 a 30 repeticiones entre blancos americanos,

de 8 a 39 repeticiones entre europeos y de 11 a 31 repeticiones en asiaticos.®

Por otro lado, debe contemplarse que de existir alguna relacion entre el numero
de repeticiones CAG y la infertilidad masculina en nuestra poblacion, y en vista

del éxito de la aspiracion de espermas testiculares en los programas de
fertilizacion In Vitro y al éxito conseguido en la concepcién del método ICSI en
hombres azoospérmicos’, el tamizaje para mutaciones en el RA y un apropiado

consejo pre-concepcion debera ser ofrecido en todos los hombres infértiles.
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Por lo anteriormente descrito, en este trabajo nos propusimos hacer un analisis
del polimorfismo CAG del RA para determinar el numero de repeticiones que
existen en individuos fértiles de nuestra poblacion y posteriormente determinar
si existe alguna correlacion entre la longitud de las repeticiones y la infertilidad

masculina.

XI. JUSTIFICACION

Dadas las diferencias étnicas descritas en la literatura mundial sobre el numero
de repeticiones CAG del RA y como en poblaciones latinoamericanas no
existen antecedentes de estudios de esta naturaleza, este trabajo analizo el
numero de repeticiones CAG del RA en individuos sanos (fértiles) y sujetos
con infertilidad masculina de origen idiopatico en nuestra poblacién. Esto nos
permitid establecer la existencia de la relacion del numero de repeticiones del
CAG entre estos dos grupos de pacientes. Los datos obtenidos no dieron
pautas de tratamientos especificos y efectivos, ademas del consejo genético

para instruir a las parejas afectadas de infertilidad.

XIl.OBJETIVO

Conocer el numero promedio de repeticiones CAG en el RA en una poblacién
de varones fértiles (grupo control) y compararla con el numero de repeticiones
gue se observen en un grupo de pacientes con infertilidad masculina de origen
idiopatico para determinar si existe una correlacion entre la longitud del

fragmento CAG y la infertilidad masculina idiopatica en nuestra poblacién.
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Xlll. HIPOTESIS

HIPOTESIS H1

El numero de repeticiones CAG en el RA esta relacionada con azoospermia y

oligozoospermia implicadas en infertilidad masculina de origen idiopatico.

HIPOTESIS Ho

El numero de repeticiones CAG en el RA no esta relacionada con azoospermia

y oligozoospermia implicadas en infertilidad masculina idiopatico.

XIV. ESTRATEGIA GENERAL

DIAGNOSTICO DE INFERTILIDAD MASCULINA
DE ORIGEN IDIOPATICA POR CLINICA

v

Estudios Genéticos
(Cariotipo y Microdelecciones del Cromosoma Y)

/ N\

Alteracion Genetica Sin Alteracion Genética

l |

Analisis de Repeticiones del
CAG del Receptor de

/ Andrégenos

Fuera de Estudio

Seleccién Grupo Control \4
(Pruebas de Paternidad) Pacientes Infértil en Estudio
\ 4 v
Resultados Resultados ‘
Analisis | _

Figura 7: Descripcion de la Estrategia general
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XV. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

7.1 Area donde se desarrollé el trabajo.

Los pacientes con infertilidad masculina fueron diagnosticados y reclutados en
el Servicio de Urologia y Unidad de Andrologia del Hospital Universitario “José
Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. Los estudios moleculares se realizaron en el
laboratorio de Genética Molecular del Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular, de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Este estudio se llevo a
cabo en un periodo de un afio, en donde se recolectaron las muestras y a la

par se realizé el analisis molecular de cada una de ellas.

7.2 Seleccién de pacientes y controles fértiles

7.21 Seleccion del grupo control: El grupo control lo conformaron 46
varones con fertilidad comprobada mediante pruebas moleculares estandares
para identificaciéon de individuos, empleando los marcadores de repeticiones
cortas en tandem (STRs de las siglas en inglés). Estos marcadores son
universales y han sido estandarizados a nivel mundial. Son distribuidos por la
compania Apply-Biosistems, por lo que se siguieron las instrucciones del
proveedor. En general, a partir del DNA extraido de cada trio [sujeto fértil
control, su pareja y un hijo(a)], se realizé la amplificacién por PCR de los 13
diferentes STRs, que estan distribuidos en el genoma, y son altamente
polimdrficos. Los productos amplificados se visualizan en gel de agarosa, y

posteriormente se resuelven en geles de poliacrilamida al 6%.
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Los geles se tifien con solucion de nitrato de plata y se analizan para determinar
la presencia de los diferentes alelos y compararlos con el resto del trio para

determinar o descartar la paternidad (ver figuras 8 y 9).

1. Extraccion 2_ Amphhcacion 3. Veriicacion de Ia
de DINA de material amphihicacién
genético
i O ooo
® -
W | Jp——
oA i
geROmico = ==
(W= 46) Gel de agamosa
al2%
“""“'“;‘;"d“’m C—' 4. Gelde poBacriamida
o o  —. g S plata para
resalverios productos
S E S amphificados

Figura 8. Estrategia general para la amplificacion de marcadores STRs en el andlisis de sujetos fértiles.
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Figura 9: A) Distribucion cromosémica de los 13 marcadores STRs utilizados para los estudios de
paternidad en los sujetos controles y B) Ejemplo de los geles de acrilamida tefiidos con plata para
visualizar los marcadores analizados.

7.2.2 Criterios de inclusidén y exclusién de los pacientes
a) Se incluyeron en este estudio sujetos mayores de 18 y hasta 50 afos de
edad, con infertiidad masculina de origen idiopatico, que tuvieron
oligozoospermia (<5X10°%ml) o azoospermia no obstructiva.
b) Se excluyeron los pacientes con infertiidad de causa conocida como:

varicocele, hipogonadismo hipogonadotrépico, alteraciones cromosdmicas
u otra causa conocida de infertilidad.
c)
7.2.3 Seleccidn de pacientes: La seleccion de la muestra se realizo

de la siguiente manera: En el Servicio de Urologia del Hospital Universitario se

valoran aproximadamente 350 pacientes con infertilidad masculina al afio.
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El 30% son Azoospermicos ( 95 pacientes al afio) y de éste 30%, el 40 % son
de origen idiopatico (38 pacientes). De un 30% de pacientes con
oligozoospermicos severa* (95 pacientes al afo) el 20% son de origen
idiopatico (19 pacientes). La suma de los azoospermicos (n = 38) vy los
oligozoospermicos severos (n = 19) nos generan un grupo de aproximadamente

57 pacientes con azoospermia y oligozoospermia de origen idiopatico, por afo.

*oligozoospermia de menos de 5 millones de espermas por mililitro.

7.2.3 Caracteristicas de los pacientes colectados: Se reclutaron en

total 62 pacientes con oligozoospermia y azoospermia no obstructiva de origen
idiopatico, previamente examinados y valorados por la Unidad de Andrologia
del Servicio de Urologia de la UANL, mediante historia clinica androlégica
completa, consistente en una anamnesis general y especifica al problema de
infertilidad y examen fisico general y especifico en el area genital, valorando
proporciones eunocoides, distribucion de la grasa corporal ,distribucion del vello
pubico, tamano y consistencia de los testiculos, epididimo, conductos
deferentes e integridad morfologica y anatdomica del pene. Analisis seminal
(espermograma) con dos muestras separadas a intervalos de 15 dias y 3 dias
de abstinencia sexual, para el analisis de la muestra seminal se hace por
masturbacion y se siguieron los parametros indicados de las OMS ademas de
la determinacion de hormonas (FSH, LH y Testosterona) en ayunas y a primera

hora de la manana.
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Todos los sujetos en estudios, controles y pacientes infértiles firmaron una carta
de consentimiento antes de hacerse la toma de las muestras (ver anexo 1). La
coleccion de los pacientes se realizé durante un afo y la muestra del calculo se
realizé por conveniencia en base a la cantidad de pacientes que se valoran al
afio con infertilidad masculina de origen idiopatico, y considerando también los
tamanos de muestras de trabajos publicados por otros autores (con menos

tamano de muestra).

7.3 Estudios moleculares

7.3.1 Extraccidon de DNA: Después de los estudios de paternidad a

cada sujeto control y a cada paciente se le extrajo una muestra de 2 a 5 ml de
sangre, la cual se anticoagulé con EDTA. A partir de cada una de las muestras
se extrajo el DNA mediante el método de TSNT (de las siglas. Trisma Base,
SDS, NaCl y Triton), el cual consiste en la liberacién del material genético
mediante solventes organicos como fenol y cloroformo. ElI material genético
liberado se mantiene en solucion amortiguadora acuosa de TSNT para
posteriormente precipitarlo con etanol al 70%. La solucion con el precipitado se
centrifuga para recuperar una pastilla que se resuspende en una solucion
amortiguadora de Tris y EDTA (TE). EI DNA en solucion se cuantifica mediante
espectrometria a una densidad optica de 260 y 280 nm. ElI DNA cuantificado se

almacena a -20° C hasta su uso.
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7.3.2 Diseino de oligonucleétidos: El analisis se realizo mediante

amplificacion por PCR de la regién correspondiente al exdn 1 del RA. Para esto
se disefaron iniciadores especificos que cubran dicha region polimérfica. Para
el disefio de los oligonucledtidos, la secuencia del exdn 1 se tomo a partir de la
base de datos del NCBI (Gene Bank). Los oligonucleétidos se disenaron
mediante el programa computacional OLIGO version 4.0 y el programa Amplify

version 1.2.

7.3.3 Optimizacién de las condiciones de amplificacion: Para

la amplificacion por PCR primeramente se realizé la optimizaciéon de cada uno
de los parametros (concentracion de DNA, temperaturas de alineamiento y
extension, tiempos Optimos de extension, concentraciones de MgCl, y de
oligonucledtidos, etc.), hasta obtener la amplificacién de un producto unico de
260 pares de bases (pb). Los productos amplificados se analizaron en un gel de

agarosa al 3% tefido con bromuro de etidio (ver figura 10)

B)

M = marcador de peso molecular
Carriles de 1 al 20 = muestras de controles y pacientes

M = marcador de peso molecular
1y 2 = DNAs de controles
3= control negativo

Figura 10. Estandarizacion de la amplificacion del exon 1 del receptor de andrégenos. A) Gel de Agarosa
al 3%, M= marcador de peso molecular, 1 y 2= DNAs de controles, 3= Control negativo. B) Gel de Agarosa
al 3%, M= Marcador de peso molecular, Carriles de 1 al 20= Muestras de controles y pacientes.
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7.3.4 Anadlisis de las repeticiones CAG en geles de

poliacrilamida: Los productos de PCR se resolvieron en geles de

poliacrilamida al 6% tenidos con plata siguiendo las condiciones estandares y
semejantes a las que se utilizaron para resolver los STRs de los estudios de
paternidad. Inicialmente se amplificaron y resolvieron los productos de los
sujetos controles. Una vez obtenidos los diferentes patrones electroforéticos se
seleccionaron aquellos que presentaron diferentes patrones de corrimiento y de
esta manera seleccionar a las variantes del numero de repeticiones entre los

sujetos controles. ( ver figura 11)

M C1 C2 C3 C4 C56 C68 C7 C8 C8 C10 C11 C12 C13 Cl4

Control

c1xe
M P1 F2F3 P4 PS5 P8 PT P8 P8 P10 M P11 PI2P13P14P15PIB P17 P18 P18 F20P21 CO M

Figura 11. Geles de poliacrilamida tefiidos con plata. Se muestran los diferentes patrones de migracion
obtenidos en los productos amplificados del receptor de andrégenos y resueltos en geles de
poliacrilamida tefiidos con plata. (M= Marcador de peso molecular, C= Control, P= Pacientes.
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Las muestras con diferencias en los patrones de migracién electroforético se
seleccionaron y analizaron mediante secuenciacion para determinar el numero

exacto de repeticiones en cada una.

7.3.5 Secuenciacion de productos amplificados. Como

estrategia general, todos los productos amplificados por PCR se purificaron
utilizando un estuche comercial de purificacion de fragmentos de DNA de la
compainia Promega y estos se secuenciaran mediante la técnica de
terminadores marcados, utilizando un secuenciador automatico (ABI 3130) y
utilizando los reactivos de estuches amplistr y identifiler versiéon 2.0 con 15
marcadores + incluyendo el gen de amelogenina para la determinacion, con
estuches comerciales de la misma compaiia, usando mezclas de terminadores

marcados (ver figura 12).

Una vez obtenido el numero de repeticiones en las diferentes muestras, éstas

se utilizaron como escalera de referencia para asignar el numero de

repeticiones en el resto de los controles y pacientes.
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Figura12: Secuenciacion y amplificacion del receptor de andrégenos

Analisis de resultados: Se hizo una comparacién del numero de

repeticiones del CAG del receptor de andrégenos entre los casos y controles

(relacién control: caso=1:0.75, con prueba de significancia estadistica de

distribucion en T para datos no apareados),

estableciéndose como nivel de

significancia con una p=<0.05. Para llevar a cabo la correlacion entre el numero

de repeticiones del receptor de andrégenos entre los casos y controles.
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IX. RESULTADOS

9.1 Resultados de la seleccion de los controles fértiles.

Se analizaron un total de 50 trios (padre, madre e hijo), de los cuales se probd
la paternidad en 46 varones. En la figura 13 se muestra un ejemplo de los
resultados de inclusion o exclusion de paternidad. Los 46 varones
seleccionados se utilizaron como controles sanos para este estudio, donde se
les determiné el numero de repeticiones CAG junto con el grupo de pacientes

infértiles.

PRUEBAS DE PATERNIDAD

Marcador Apo B Marcador D1S80

46 trios confirmados

Figura 13: Prueba de paternidad

9.2 Caracteristicas epidemiolégicas de las muestras

Se analizaron un total de 62 pacientes con infertilidad masculina de origen

idiopatico y 46 pacientes con fertilidad comprobada como grupo control.
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La edad de los pacientes oscild entre los 21 y 48 anos de edad con un
promedio de 34.5 anos. Los afios de infertilidad conyugal variaron de meses
hasta 22 anos, obteniendo un promedio de 4.5 afios de infertilidad conyugal.

De los 62 pacientes con infertilidad masculina 56 (87%) tuvieron azoospermia y
6 pacientes (13%) con oligozoospermia de menos de 5 millones de
espermatozoides por ml. Las biopsias testiculares realizadas para el
diagndstico de los pacientes reveld: Sindrome solo de células de Sertoli en 39
pacientes (62%), hipoespermatogénesis en 12 pacientes (18%), atrofia
testicular en 8 pacientes (12%) y detencién de la maduracion a nivel de

espermatocitos primarios en 4 pacientes (6%). (ver figuras 14 y 15)

Dx seminolégico

= pacientes, 6
13%

Sl
= pacientes, 56,
87%

Figura 14. Diagndstico seminologico
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Biopsia Testicular

posspermatogé

m Arofa Esficular

Amresio de la Maduraddn

Figura 15. Biopsia testicular

De los sujetos a quienes se les analizaron el numero de repeticiones CAG en el
receptor de androgenos se encontré un numero de repeticiones CAG en los
controles entre 18 y 30 repeticiones, con una media de 23.32 y una desviacion
estandar + 2.557, mientras que en los pacientes con infertilidad masculina de
origen idiopatico se encontré6 un numero de repeticiones entre 12 y 30
repeticiones, con una media de 23.56 y una desviacion estandar + 3.006, con
una p = 0.665. El promedio mas frecuente de repeticiones encontradas fue de
23 encontrandose este numero en el 25.8% de los pacientes infértiles y en el

19.6% en los sujetos controles (tablas 3 y 4, figura 16)
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PACIENTES
REPETICIONES Numero de % de
Sujetos (N) repeticiones
30 1 1,6
29 2 3,2
28 2 3,2
27 5 8,1
26 5 8,1
25 5 8,1
24 10 16,1
23 16 25,8
22 5 8,1
21 2 3,2
20 5 8,1
19 1 1,6
18 2 3,2
12 1 1,6
Total 62 100

Tabla 4. Numero y porcentaje de repeticiones del CAG en sujetos fértiles-grupo control

CONTROLES
REPETICIONES Numero de % de
Sujetos (N) repeticiones

30 1 2,2
29 1 2,2
28 2 4.3
26 3 6,5
25 6 13,
24 7 15,3
23 9 19,6
22 8 17,4
21 3 6,5
20 4 8,7
18 2 4,3
Total 46 100
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Figura 16. Grafica de resultados

X. DISCUSION

La repeticion del CAG en el receptor de andrégenos y su asociacion con
infertilidad masculina ha sido debatida en los ultimos afios con publicaciones
contradictorias por diferentes grupos de trabajo en el mundo, esto
probablemente es debido a que el tracto del CAG del receptor de andrégenos
se encuentra en un area muy polimorfica y a que varie su expresion en distintas
poblaciones étnicas.

Es interesante notar que en este estudio llevado a cabo en nuestra institucion la
variable de repeticiones del CAG en promedio que fue de 23 es similar en
grupos fértiles e infértles no siendo estadisticamente significativo,

contradiciendo reportes de otros grupos de estudio en el mundo. Esto aumenta
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aun mas la discusion sobre la relevancia que tiene en numero de repeticiones
del CAG en el receptor de andrégenos como marcador de infertilidad masculina
por lo que se sigue sugiriendo que es necesario obtener mas datos de
diferentes grupos étnicos con un numero mas grande de pacientes problemas y
controles para determinar la asociacion de expansion de repeticiones del CAG
en el gen del receptor de andrégenos en la infertilidad masculina. Quedando en
claro que la verdad en un grupo de poblacion podria no ser la verdad en otros
grupos poblacionales, sugiriendo que esto podria ser extrapolado a otros
grupos de poblacion con rasgos étnicos similares para propositos de

diagnostico.

Xl. CONCLUSIONES

Por primera vez en México se valora la asociacion del numero de repeticiones
del CAG en la poblacion con infertilidad masculina concluyendo la NO
asociacion del numero de repeticiones del CAG de infertilidad masculina de
origen idiopatico en México. Estos resultados podran estar extrapolados a otros
grupos de poblacién similares para fin de diagndéstico y consejo genético.
Nuestros resultados estan de acuerdo con otros autores en que en muchos de
los casos de infertilidad masculina de origen idiopatico, tienen una base
multifactorial y que el numero de repeticiones combinado con otros factores

(aun no conocidos o identificados) de riesgos podrian llevar a la infertilidad.
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XIll. ANEXO 1

SERVICIO DE UROLOGIA Y UNIDAD DE ANDROLOGIA DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO “DR. JOSE E. GONZALEZ” Y EL DEPARTAMENTO DE
BIOQUIMICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Determinacién de repeticiones del CAG en el receptor de andrégenos y su
relacion con la infertilidad masculina.

Estimado paciente:

Se extiende una invitacion a participar en el proyecto de investigacion
Determinacion de repeticiones del CAG en el receptor de andrégenos y su
relacién con la infertilidad masculina la cual es dirigido por el Dr. Lauro S.
Gbémez Guerra jefe del Servicio de Urologia y Unidad de Andrologia del
Hospital Universitario (Teléfono: 83 33 17 13).

La infertilidad masculina afecta un 15 a 20% de las parejas y de estas en la
mitad de las ocasiones el varén es la causa de tal situacion. Se calcula que
alrededor de un 40% de las causas de infertilidad en el hombre son de
origen desconocido. Se sabe que los factores genéticos estan involucrados
en la mayor parte de los casos del origen desconocido de la infertilidad en el
hombre. Actualmente con los avances de ingenieria genética y biologia
molecular es posible conocer el origen exacto de la infertilidad en el hombre,
y esto es sumamente importante diagnosticarlos en vista de los avances en
la medicina reproductiva.

Si usted desea contribuir voluntariamente a este estudio, su médico le hara
un examen clinico completo, y se le realizara examenes de sangre para el
estudio de las alteraciones genéticas que afectan su fertilidad solicitando su
consentimiento para usar estas muestras para nuestra investigacion. Estas
muestras seran examinadas con mayor detalle en el laboratorio de
bioquimica de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Necesitamos su
permiso para el analisis de la muestra y guardar las mismas para futuros
estudios. Usted puede aceptar o rechazar que las guardemos para
investigaciones futuras. Si decide que no quiere dar una muestra, o que no
sea utilizada para estudios futuros, su decision no afectara de ninguna
manera la atencién medica que va a recibir.
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Si acepta donar su muestra para este estudio, esta sera usada para que los
cientificos puedan aprender mas sobre las causas de infertilidad en el
hombre y

solo sera usada para esta investigacion medica unicamente. Los resultados
de este estudio no interferiran en su cuidado medico.

Para garantizar su privacidad, en lugar de su nombre utilizaremos un
numero para marcar la muestra que sera utilizado para identificar el reporte
de su muestra. Toda la informacion recolectada ser asegurada en archivos
del Servicio de Urologia del Hospital Universitario de la U.AN.L., para
futuros estudios. Toda la informacion acerca de su muestra sera
confidencial en los términos permitidos por la ley de investigaciones.

En cualquier momento usted puede informarle a los investigadores que
desea salir del estudio y ellos procederan a destruir su muestra en el
momento que usted indique. EIl proyecto de esta investigacion ha sido
aprobado por los Comité de Investigacion y Etica del Hospital Universitario y
Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

Declaracién del participante para el almacenamiento de la muestra:

Si usted entiende completamente la informacion que se le ha entregado
sobre el estudio y ha decidido participar en él, por favor firme a continuacioén.
Antes de firmar asegurese que se la hayan contestado todas sus preguntas
y dudas, si tiene alguna pregunta o duda sobre sus derechos a participar en
esta investigacion, llame al Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Medicina de la U.A.N.L. al 83 48 57 81. Si usted decide participar en esta
investigacion se le entregara una copia de este consentimiento informado.

Si acepto participar en dar una muestra de sangre para que sea
usada
en este estudio.

Si acepto para que mi muestra sea almacenada para estudios
futuros.

Firma de la persona que da el consentimiento Fecha

Normalmente la valoracion y toma de muestra no involucra complicaciones, pero si usted sufre de cualquier herida
como resultado de este estudio, tenga claro que no se ha hecho ningun arreglo para dar tratamiento gratis o
cualquier otro tipo de pago. Sin embargo, usted tendra a su disposicién todas las facilidades para tratamiento de
urgencia y los servicios profesionales que requiera, asi como los disponibles en la comunidad en general. Usted
puede reportar cualquier herida al Dr. Lauro S. Gémez Guerra al (81) 83 33 17 13 y al comité de Investigacién y
Etica y Hospital Universitario y Facultad de Medicina de la UNAL al (81) 83 48 57 81.
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