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CYP1A1*2A polymorphism and infertility
in Colombian Caribbean male subjects
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Resumen

Objetivo: El objetivo de este estudio fue investigar laasociacion del polimorfismoCYP1A1*2A
(T—C) y la infertilidad en una muestra de hombres del Caribe colombiano.

Materiales y Métodos: Se analizaron caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la
muestra seminal de 31 hombres infértiles y 20 fértiles. La genotipificacion del polimorfismo
se realizo a partir de la técnica PCR-RFLP.

Resultados: Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las caracteristicas semi-
nales microscopicas en ambos grupos. Ademds, se identificaron alteraciones en movilidad,
concentracion y/o morfologia. Fueron identificados tres genotipos: TT, TC y CC. En los infér-
tiles se presentaron 25 individuos con genotipo TT (80.6 %), 5 TC (16.1 %)y 1 CC (3.2 %),
y en el grupo fértil 16 individuos presentaron genotipo TT (80.0 %), 4 TC (20.0 %) y 0 CC
(0.0 %). La distribucion genotipica se encontrd en equilibrio Hardy - Weinberg en ambos
grupos. El andlisis de regresion logistica mostrd que no hubo asociacion significativa entre
el polimorfismo CYP1A1*2A y la infertilidad en hombres del Caribe colombiano (p>0.05).
Conclusion: Estos resultados preliminares sugieren que el polimorfismo CYP1A1*2A no
contribuye a la infertilidad masculina en hombres del Caribe colombiano. Sin embargo, son
de gran importancia debido a que existe escasa informacién que asocie polimorfismos del
gen CYP1A1 con la infertilidad masculina.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to investigate the association of CYP1A1*2A polymor-
phism (T—C substitution) with male infertility in Colombian Caribbean subjects.
Materials and Methods: Macroscopic and microscopic characteristics were analyzed
in the semen sample of 31 infertile and 20 fertile men. The polymorphism was genotyped
through PCR-RELP.

Results: Both groups evidenced significant differences in microscopic characteristics (p<
0.05), as well as alterations in sperm motility, count and morphology. Three genotypes were
identified: wild type homozygous (TT), heterozygous (TC) and variant homozygous (CC).
25 TT genotype (80.6%), 5 TC genotype (16.1%) and 1 CC genotype (3.2%) in infertile
men, and 16 TT genotype (80.0%), 4 TC genotype (20.0%) and 0 CC genotype (0.0%) in
fertile men were identified. In both infertile and fertile men, distributions of the genotypes
were in Hardy-Weinberg equilibrium. Logistic regression analysis showed no significant
association between CYP1A1*2A polymorphism and male infertility in Colombian Caribbean
men (p>0.05).

Conclusion: These preliminary results suggest that CYP1A1*2A polymorphism do not con-
tribute to male infertility of Colombian Caribbean men. However, they are very important
because there is limited information about CYP1A1 gene polymorphisms associated with
male infertility..

Keywords: CYP1A1, polycyclic aromatic hydrocarbon, male infertility, seminal

parameters.

INTRODUCCION

La salud reproductiva masculina tuvo un
deterioro en muchos paises durante la se-
gunda mitad del siglo XX (1, 2, 3, 4). Las
posibles razones para explicar este hecho
aun son desconocidas, sin embargo, entre
las hipotesis presentadas se ha dado gran
importancia a la posibilidad de que la expo-
siciobn a contaminantes ambientales ejerza
efectos adversos en el desarrollo y funciéon
de la salud reproductiva masculina (5, 6).

Entre estos contaminantes se encuentran los
hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAPs
o PAHSs en inglés), agentes cancerigenos que
debido a su estabilidad y cardcter lipofilico
se bioacumulan en el ecosistema, siendo
detectados incluso en el tracto reproductor
masculino (7).

La degradacion de los hidrocarburos aroma-
ticos policiclicos es realizada por la enzima
CYP1AL1 (8), la cual corresponde a una enzi-
ma hemotiolada de 512 aminoécidos que
interviene en la fase I de la bioactivaciéon de
xenobiéticos, haciendo parte de un grupo
de monooxigenasas que catalizan muchas
reacciones envueltas en el metabolismo de
compuestos enddgenos, como esteroides,
colesteroly otroslipidos;ademas dedrogasy
sustancias cancerigenas, tales como fenobar-
bitales y los ya mencionados hidrocarburos
aromaticos (9, 10, 11). Si bien su funcién
principal es transformar los xenobidticos en
metabolitos facilmente excretables, en algu-
nos casos se producen especies reactivas que
interactian con el ADN, iniciando el proceso
carcinogenético (12). De esta manera, la re-
lacion de los metabolitos reactivos de PAHs
con los efectos toxicos que presentan a nivel
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reproductivo permiten quelos polimorfismos
genéticos de las enzimas extrahepaticas de
fase I como la CYP1A1 sean candidatos inte-
resantes para determinar la susceptibilidad
individual de presentar problemas de ferti-
lidad en hombres.

El polimorfismo CYP1A1*2A consiste en una
sustitucién de timina por citosina (TaC) en el
nucle6tido 3801 enlaregiéon 3’ no codificado-
ra rs4646903. Debido a que el polimorfismo
3801T/Cseencuentra ubicadoenlaregiéonno
codificadora, originalmente se pensaba que
cualquier tipo de consecuencias funcionales
aparentes delavariante sedebianalarelacion
con otros polimorfismos, como por ejemplo,
aquellos presentes en la regién codificadora
o el receptor aril hidrocarbono. De cualquier
manera, los polimorfismos en las secuencias
no codificadoras pueden influir enla funcion
delgen, alterando el nivel, ubicacién o tiempo
de expresion del gen o la estabilidad del ARN
mensajero (13).

Este polimorfismo ha sido asociado con in-
fertilidad masculina en poblacién caucésicay
asiatica (5, 13-15); por esta razon, el objetivo
de este trabajo fue determinar la asociacién
existente entre el polimorfismo CYP1A1*2A con
las alteraciones en concentracion, movilidad
y /o morfologia espermatica de una muestra
dehombresinfértiles del Caribe colombiano.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

En este estudio descriptivo de corte trans-
versal se analizaron muestras de sangre
periférica y semen de 31 hombres infértiles
y 20 fértiles del Caribe colombiano con el
respectivo consentimiento informado. La
muestra de infértiles se obtuvo de un cen-
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tro de reproduccién humana de la ciudad
de Barranquilla y la muestra de fértiles de
voluntarios. Los criterios de inclusién para
los infértiles fueron: i) presentar deficiente
cantidady/ocalidad espermaticaii) ausencia
dedelecionesenlaregion AZF del cromosoma
Y, probado por los correspondientes andlisis
moleculares. Los criterios de inclusién para
los fértiles fueron: i) concentraciéon, movilidad
y morfologia seminal dentro de los rangos
normales segiin la OMS (16) y en lo posible
fertilidad comprobada.

Analisis seminal

En el caso de los pacientes infértiles se utili-
zaron los espermogramas de sus respectivas
consultas, y para los fértiles se analiz6 la
muestraseminal enellaboratorio de Biologia
de la Universidad del Norte (Barranquilla,
Colombia). Se registr6 la edad, dias de abs-
tinencia y el origen geogréfico de la muestra.
Sevaloraronlas caracteristicas microscépicas:
movilidad, concentracién y morfologia, y con
base en esto se identificaron las alteraciones
presentes en cada variable evaluada para
dichos pardmetros. Estos anélisis se realiza-
ron siguiendo las indicaciones del Manual
de la OMS (16).

Analisis genotipico

Extraccién de ADN: Se aisl6 ADN genémico
utilizando el kit Ultra Clean Blood DNAIsola-
tion (Mobio Laboratories Inc., Carlsbad, CA) y
secuantificé por medio de espectrofotometria
(Thermo Fisher Scientific, Inc., USA).

Genotipificacion: Se realizé con la técnica
PCR-RFLP descrita por Boyapatl et al. (17). Se
amplific6é un fragmento de 340pb por medio
de los primeros 5° CAGTGAAGAGGTGTAGC-
CGCT 3’ y 5 TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT 3.
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Para establecer los genotipos se utiliz6 la en-
zima Mspl (New England, Biolabs Inc., MA,
USA), la cual digiere el producto amplificado
de 340pb en dos fragmentos: 200pb y 140pb
si se encuentra el alelo polimérfico, mientras
que permanece sin digerir cuando se encuen-
tra el alelo silvestre. La identificacién de los
genotipos se realizé mediante electroforesis
en agarosa al 2 %.

Analisis estadistico

Se determinaron los valores y alteraciones
demovilidad, concentraciény/omorfologia
espermaéticaenlosindividuosinfértiles y fér-
tiles. Seobtuvieronlas frecuencias genotipicas
y alélicas por el método de conteo manual y
se determino el equilibrio Hardy-Weinberg
mediante la prueba X2 La asociacién entre la
presencia del polimorfismo y cada alteracion
espermatica fue estimada mediante regresion
logistica binaria (IC = 95 %). Diferencias de
p<0.05 fueron consideradas como significati-

vas. Las pruebas mencionadas se realizaron
utilizando el programa SPSS (version 17).

RESULTADOS

Valoracion de las caracteristicas microsco-
picas de la muestra seminal

Laedadydiasdeabstinencia delos pacientes
infértiles y fértiles no tuvieron diferencias
significativas (p>0.05). El promedio de edad
correspondi6 a 30.33+7.20 y 27.60+7.63 afos
y el promedio de abstinencia fue de4.11+1.29
dias y 3.32+0.75 dias, respectivamente.

De los 31 infértiles, 30 individuos pre-
sentaron astenozoospermia (96.77 %), 13
azoospermia (41.93 %), 11 oligozoospermia
(35.48 %), 23 teratozoospermia (74.19 %), 10
oligoastenozoospermia y astenoteratozoos-
permia (32.26 %) y 7 oligoteratozoospermia
y oligoastenoteratozoospermia (22.58 %)
(tabla 1).

Tabla 1. Alteraciones en la movilidad, concentracién y morfologia espermatica
en hombres infértiles de la region norte de Colombia

. Concentracion Movilidad Morfologia
0
Muestra Alteracion n/% (millones/m) (%) (%)
Total infértiles 31/100 14.4+22.8 15.1422.26 79£172
Alteracion en movilidad Astenozoospermia 30/96.8 12.7422.9 6.419.2 5149.5
) ) Azoospermia 13/419 0.0 0.0 0.0
Alteracién en concentracion ) i
Oligozoospermia 11/355 8.5+73 12.9£12.6 9.0+13.4
Alteracion en morfologia Teratozoospermia 23/742 10.4+18.6 6.4+9.5 11£3.0
Oligoastenozoospermia 10/32.3 76£70 19.9+16.6 8.3+13.9
. ) Astenoteratozoospermia 10/32.3 17.8+222 2314204 2.7+43
Alteraciones combinadas ) ]
Oligoteratozoospermia 7/22.6 11.9+£11.3 2264170 21439
Oligoastenoteratozoo-spermia 7/22.6 74478 1774153 23444
Total fértiles 20 65.5%55.8 67.9+15.1 15.6414.4

Fuente: datos tabulados por los autores.
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Determinacién de genotipos, frecuencias
genotipicas y frecuencias alélicas del poli-
morfismo CYP1A1*2A

Se identificaron tres genotipos: homocigoto
silvestre (TT), heterocigoto (TC) y homocigoto
polimérfico (CC) (figura 1).

En los pacientes infértiles se encontr6 una
frecuencia de 80.6 % para el genotipo TT,

16.1 % para el genotipo TC y 3.2 % para el
genotipo CC. Por otra parte, las frecuencias
para los individuos fértiles fueron 80.0 %
para el genotipo TT, 20.0 % para el genotipo
TC y ausencia del genotipo CC. En cuanto
a la frecuencia alélica del polimorfismo, se
encontrd una frecuencia de 0.113 en los infér-
tiles y 0.100 en los fértiles. En ambos grupos
la distribucién genotipica se encontrd en
equilibrio Hardy-Weinberg (p>0.05) (tabla 2).

340pb

200pb
140pd

Fuente: propia de los autores.

Figura 1. Andlisis del polimorfismo CYP1A1*2A. La linea 1 representa el marcador de peso molecular de
100pb, la linea 2 representa el genotipo TT (fragmento de 340pb), llas lineas 3, 5 y 6 representan el geno-
tipo TC (fragmentos de 340pb, 200pb y 140pb) y la linea 4 representa el genotipo CC (140pb y 200pb).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
CYP1A1*2A en individuos infértiles y fértiles

Infértiles Fértiles
CYP1AT*2A n=31 n=20 Valor p
n/% n/%
1T 25/80.60 16/ 80.00 0.613
TC 5/16.10 4/20.00 0.805
cC 1/320 0/0.00 0.482
alelo T 0.887 0.900
alelo C 0.113 0.100

Fuente: datos tabulados por los autores.
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Asociacion entre el alelo polimérfico
CYP1A1*2A e infertilidad masculina

El polimorfismo CYP1A1*2A se identifico en 6
hombres infértiles, 5 con genotipo TCy 1 con
genotipo CC (19.35%), y en4 hombres fértiles
con genotipo TC (20.00 %).

El anélisis de regresion logistica mostré que
la presencia del alelo polimérfico estuvo
incrementada de forma no significativa en
los pacientes con azoospermia (OR= 1.200,
IC,,,=0.221-6.521) y en los pacientes con
teratozoospermia (OR= 1.11, IC,,,,=0.254-
4.867). Por otro lado, la presencia del alelo
polimérfico tuvo una disminucién no sig-
nificativa en los pacientes con oligoasteno-

zoospermia y astenoteratozoospermia (OR=
0.444,1C, =0.043-4.607), en los pacientes con
oligoteratozoospermia y oligoastenoterato-
zoospermia (OR= 0.667, 1C.,, =0.061-7.230),
en los pacientes con astenozoospermia (OR=
0.800,1C,,,,= 0.186-3.434) y, por dltimo, en los
pacientes con oligozoospermia (OR= 0.889,
IC,,,= 0.135-5.846) (tabla 3).
Laasociaciénentreel polimorfismoCYP1A1*2A
y las alteraciones en movilidad, concentra-
cién y /o morfologia no fueron significativas
(p>0.05). De esta manera, se evidencia que la
presencia de este polimorfismo en los hom-
bres infértiles de laregiéon norte de Colombia
no muestra relaciéon con sus problemas de
fertilidad.

Tabla 3. Analisis de regresion logistica (OR e IC95%)
para los hombres infértiles con el alelo polimérfico

czpbl;\l:;A OR 1C95% Valor p
Total de Infértiles 31 6/6.1 1.042 0.254-4.276 0.955
Astenozoospermia 30 5/54 0.800 0.186-3.434 0.764
Azoospermia 13 3/28 1.200 0.221-6.521 0.833
Oligozoospermia 1 2/21 0.889 0.135-5.846 0.902
Teratozoospermia 23 5/4.8 1m 0.254-4.867 0.889
Oligoastenozoospermia 10 1/17 0.444 0.043-4.607 0.497
Astenoteratozoospermia 10 /17 0.444 0.043-4.607 0.497
Oligoteratozoospermia 7 1/13 0.667 0.061-7230 0.739
Oligoastenoteratozoosper-mia 7 1/13 0.667 0.061-7230 0.739

Fuente: datos tabulados por los autores.

DISCUSION

La calidad seminal estd definida por una
amplia variedad de caracteristicas tanto
microscopicas como macroscopicas, entre
las que se encuentran el volumen, el olor, la
viscosidad, la concentracion, la movilidad

y la morfologia. Sin embargo, los estudios
cuyo objetivo es asociar el estado seminal
de hombres con el polimorfismo CYP1A1*2A
enfatizan en uno delosaspectos delacalidad
seminal, como es el caso de Lu et al. (13),
quienes consideran solo la azoospermia u
oligozoospermia severa, o el caso de Fritsche
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etal. (14)y Vanietal. (15), quienes consideran
algunos pardmetros.

La expresion de la enzima CYP1A1 depende
directamente del nivel de exposicién a sus
posiblessustratos, entrelos que se encuentran
los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
debidoa que amayor concentracién de dicha
enzima se incrementa la probabilidad de for-
maciéndeaductos de ADN, cuya presenciaha
sidoreportadaenespermatozoideshumanos,
siendo sugerida como un marcador de dafio
en el ADN y de la fertilidad masculina (18).

El polimorfismo CYP1A1*2A ha sido relacio-
nado con el aumento de la expresion del gen
en respuesta al incremento de los agentes
contaminantes (8). Sinembargo, en un estudio
realizado en una poblacién de americanos
heterogéneos la presencia de este polimor-
fismo no present6 efectos en la induccion
de CYP1A1 (19). Esto permitiria pensar que la
baja frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2A
enlamuestra de hombres delaregién Caribe
podria estar relacionada con la baja carga
contaminante ambiental.

El grupo dehombres analizados en este estu-
dio pertenecenalaregién Caribe colombiana,
sin embargo, se conoce la composicion triét-
nica de la poblaciéon colombiana en general,
que tiene influencia caucésica, africana y
amerindia,aunqueelaporte genéticode cada
uno de dichos grupos étnicos pueda variar
en las distintas regiones del pais, debido a
los procesos histdricos de distribucién de las
poblaciones (20).

Lasvariacionesenladistribucién delos geno-
tipos tienen una estrecharelacién con el grupo
étnico. En efecto, los resultados obtenidos
en este estudio difieren de los obtenidos en
caucasicos, chinos, hindues e iranies (13-15,
21). La presencia de polimorfismos en los
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distintos grupos poblacionales influye en
la susceptibilidad genética a enfermedades,
siendorelacionada conlaexposiciénaagentes
que desencadenan la expresion de la enzima
CYP1AL.

En este estudio se encontré un incremento
no significativo (p>0.05) del polimorfismo
CYP1A1*2A enhombres azoospérmicos,locual
concuerda con los resultados obtenidos por
Lu et al. (13) en una poblacién china.

Lu et al. (13) reportaron asociacién entre el
polimorfismo CYP1A1*2A y la infertilidad
masculina por medio de los haplotipos for-
mados con el polimorfismo CYP1A1*2C, de
tal manera que es posible que su asociacién
con la infertilidad masculina se encuentre
en dependencia de la relacién con otros po-
limorfismos como el *2C.

Cabe anotar que estos resultados son de gran
importancia y gran utilidad debido a que
existe escasa informacién que asocie poli-
morfismos del gen CYP1A1 con la infertilidad
masculina y es el primer estudio de este tipo
realizado en una muestra de hombres del
Caribe colombiano.

En conclusién, el andlisis de regresion logisti-
camostréasociacionesnosignificativas entre
la presencia del polimorfismo CYP1A1*2A y las
alteracionesenmovilidad, concentraciény/o
morfologiaesperméticadehombresinfértiles
del Caribe colombiano.
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