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RESUMEN

La infertilidad es la incapacidad de concebir después de un afio de relaciones
sexuales sin proteccion. La infertilidad puede ser causada por problemas
hormonales, edad avanzada, exceso de ejercicio, problemas fisiologicos,
obesidad, entre otros. Se ha asociado con genotipos especificos y algunas
anormalidades genéticas a nivel cromosoma. Las alteraciones cromosémicas
mas frecuentes en pacientes con antecedentes de infertilidad involucran
principaimente a los cromosomas sexuales, las translocaciones y las
inversiones. Con el surgimiento de las técnicas de reproduccion asistida el
estudio citogenético ha sido de gran importancia para un mejor diagnostico y
tratamiento de los pacientes. En este trabajo se analizaron pacientes con
antecedentes de infertilidad de la clinica de reproduccién asistida Médica Fertil,
realizandoles un estudio citogenético (cariotipo) determinando la frecuencia de
alteraciones cromosémicas en este grupo de pacientes. Los cariotipos se
realizaron en sangre periférica, obteniendo células en metafase a partir de
cultivos celulares de linfocitos. En nuestra poblacién se identificaron
alteraciones cromosémicas tanto numéricas como estructurales que
permitieron identificar la etiologia de la falla reproductiva, de tal manera que el
médico pudiera dar un diagndstico genético especifico a cada pareja.



I. INTRODUCCION

Existen diversos organismos vivos y cada uno tiene la capacidad de reproducirse,
las plantas producen mas plantas, los animales dan origen a mas animales y los
humanos también se reproducen, las caracteristicas que se obtienen durante este

proceso se conoce como herencia.

Se tuvo conocimiento hasta el siglo XIX que los caracteres que se transmiten de
padres a hijos los hacen por medio de genes, que son las unidades de la herencia.
Al revisar las células en el microscopio fue posible ver los cromosomas que son los

vehiculos de los genes.

Cada especie tiene una constitucion y numero especifico de cromosomas. A la
clasificacion y acomodo de los cromosomas en grupos se le llama cariotipo. Varios
investigadores trabajaron en técnicas que permitieran identificar y clasificar de
manera individual cada uno de los cromosomas contenidos en las células
humanas, desarrollaron tinciones que pudieran diferenciar los cromosomas y asi
obtuvieron el cariotipo humano: los 22 pares autosémicos clasificados en los siete
grupos y el par sexual. Cuando esta constitucion cromosémica esta alterada se
producen enfermedades como el sindrome de Down, sindrome de Turner y el

sindrome de Klinefelter.

Las técnicas de tincidn utilizadas permitieron obtener patrones de bandas
caracteristicos para cada cromosoma, lo que contribuyé a una mejor resolucion
para la identificacién de alteraciones cromosdmicas como las translocaciones,
deleciones, inversiones, inserciones, duplicaciones, marcadores y anillos. Al
realizar un andlisis citogenético en pacientes con antecedentes de infertilidad se
observan aiteraciones cromosémicas relacionadas con la infertilidad que presentan.
Al analizar nuestros datos de pacientes con este diagnéstico, tanto en varones



como en mujeres, se observé que un 10.6% de estos individuos presentaban

alteraciones cromosomicas estructurales y/o numericas.

Dentro de las que destacan en varones son el sindrome de Kiinefelter y las
translocaciones; y en mujeres las translocaciones y los polimorfismos de
cromosoma 9. El evidenciar estas alteraciones cromosémicas en las parejas,
permite dar un diagnéstico y tratamiento més certero y especifico dependiendo de
la alteracién identificada.



ll. ANTECEDENTES

1.1 DESARROLLO DE LA CITOGENETICA

La citogenética es la rama de la genética que estudia los componentes de la célula
implicados en la herencia; fundamentalmente la estructura, funcién y origen de los
cromosomas. Dentro del nacleo de cada célula, el material genético o DNA (por sus
siglas en inglés, deoxyribonucleic acid) estd empaquetado con varias proteinas

formando estructuras llamadas cromosomas.

La investigaciéon de los cromosomas ha estado en curso por mas de un siglo. Los
cromosomas fueron vistos por primera vez en el siglo XIX. Desde su
descubrimiento se pensé que estos cuerpos, que se tifien intensamente y aparecen
en el nucleo de las células en divisién eran el material de herencia. La palabra
cromosoma es una combinacion de palabras griegas que significan cuerpos
coloreados. Originalmente se creia que el nimero de cromosomas en los humanos
era de 48. El nimero exacto de cromosomas en células somaticas fue finalmente
determinado por Tjio y Levan en 1956, que desarrollaron mejores técnicas para el
analisis de los cromosomas, usando cultivos de células de tejido de pulmoén fetal
(ver Figura 1). Ford y Hamerton (1956), examinaron cromosomas meibticos y
contaron 46 cromosomas en metafases de espermatocitos. Ambos grupos de

investigadores demostraron que el nimero correcto de cromosomas era de 46.

En 1959 se dio la primera demostracién de la correlacién genotipo-fenotipo, cuando
Jérdme Lejeune y colaboradores descubrieron un cromosoma de mas en pacientes
con Sindrome de Down y fue seguido en poco tiempo por el reconocimiento y la
asociacion de otros sindromes con numeros cromosémicos anormales. Con el
surgimiento de varias técnicas de tincién en los afos 70’s para la identificacion
cromosoémica, surge la citogenética y a la fecha, se conoce una gran cantidad de



informacién acerca del papel de los cromosomas en las enfermedades humanas
(Gartler, 2006; Harper, 2006; Rooney, 2001; Verma y Babu, 1995).

Los avances en la citogenética humana han dependido en gran medida de factores
técnicos, como la disponibilidad de tejido apropiado que contenga un ndmero
adecuado de células con el potencial para dividirse, el uso de mitdgenos para
estimular a las células para dividirse y el tratamiento con soluciones para obtener
un rompimiento de membrana y por lo tanto una mejor dispersion de los
cromosomas, aumentando el nimero de metafases analizables. La caracterizacion
individual de los cromosomas fue una ardua tarea y la clasificacién de estos en
grupos fue un logro importante, gracias a ello se identificaron cromosomas que

sufrian modificaciones en su estructura (alteraciones estructurales).

. w
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Figura 1. Cromosomas vistos por Tjio y Levan en 1956. Se
observa una metafase con los 46 cromosomas humanos,
demostrando asi por primera vez el nimero correcto en cada
célula (Gartler, 2006).




Los métodos convencionales de tincion con aceto-orceina no eran los adecuados
para poder distinguir estas alteraciones. Varias investigaciones a principios de los
60's, intentaron identificar los cromosomas individualmente por técnicas de
autoradiografia. Sin embargo, ni la morfologia de los cromosomas, ni la
autoradiografia permitieron identificar a los cromosomas de manera correcta.
Casperson y su grupo de investigadores describi6 la tincion de cromosomas por
“quinacrina mostaza”, una técnica que ellos llamaron “bandas-Q”, porque los
cromosomas eran diferenciados por regiones claras y obscuras, denominadas
bandas (ver Figura 2). Esta técnica permitié la caracterizacién de anormalidades
estructurales, y alentdé a muchos genetistas a estudiar los mecanismos involucrados
en el bandeo de cromosomas. Consecuentemente muchos mas procedimientos de
tincion han sido descritos hasta el momento (Caspersson y col., 1968; Verma y
Babu, 1995).

‘Human femalé
Q-bands

Fia 2. Bandeo Q (quicrina)crmosomas se
observan con regiones claras y obscuras llamadas
bandas. (Rooney, 2001).



Hoy en dia, para el andlisis de los cromosomas se utilizan técnicas de tincion por
bandeo. Estas tinciones dan patrones de bandas a los cromosomas que permiten
diferenciar un par de otro. Entre las técnicas de tincién con bandeo se encuentran
las tinciones con quinacrina (bandas-Q), Giemsa (bandas-G) o Leishman (bandas-
R). Todas estas técnicas producen patrones de bandas que se pueden comparar y

complementar entre ellos.

Los laboratorios de diagnéstico citogenético basan sus resultados en el analisis de
cromosomas bandeados, con niveles de resolucion de 350 — 650 bandas por par de
cromosomas. La mayoria utiliza bandas-G como principal técnica y las combinan
con otros métodos de tincién para obtener mejor diferenciaciéon de bandas. Existen
diferentes métodos para obtener estas bandas, la mas utilizada es tratando las
preparaciones de células con una proteasa llamada tripsina o con una sal de
citrato. Los patrones de bandas que se obtienen reflejan la composicién estructural

y funcional de los cromosomas (ver Figura 3) (Rooney, 2001).
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Figura 3. Ideograma de bandas G. Se muestra el ideograma
de bandas G para cada cromosoma seguido de la imagen de
un cromosoma para hacer la comparacién de bandas
(Herraez, 2002).

1.2 Cromosomas

Antes de que los bidlogos conocieran la estructura del DNA, se habia reconocido
que los genes estaban dentro de los cromosomas, descubiertos como estructuras
filiformes del nucleo de la célula eucariota y que se hacen visibles cuando la célula
comienza a dividirse. Cuando los analisis bioquimicos fueron posibles, se encontr6
que los cromosomas consistian de DNA y proteinas. EI DNA contiene la

informacién hereditaria de la célula, y las proteinas empaquetan, controlan y



protegen a las moléculas de DNA formando asi a los cromosomas (Alberts y col.,
2002).

El genoma humano contiene largas cadenas de DNA, estas moléculas contienen
en su estructura la informacion genética necesaria para dirigir todos los aspectos
de la embriogénesis, desarrollo, crecimiento, metabolismo y reproduccion,
esencialmente todo lo que hace a un humano un organismo funcional. EI genoma
contiene un estimado de 30,000 a 40,000 genes que son las unidades de la
informacion genética. Dentro de cada célula el genoma se empaqueta como
cromatina, donde el DNA estd combinado con diversas clases de proteinas
cromosomales. Algunas de estas proteinas tienen funciones estructurales, mientras
otras sirven para regular la expresion de genes. Visto al microscopio la cromatina
se encuentra distribuida en el nlcleo con una apariencia homogénea, pero cuando
la célula se divide, ese material se condensa dentro del nucleo hasta formar lo que
denominamos cromosomas (Alberts y col., 2002; Nussbaum y col., 2001).

I1.2.1 Morfologia y clasificacién de los cromosomas humanos

Los cromosomas se ven facilmente durante la mitosis debido a su compactacion.
Estas estructuras tienen un tamario y una forma caracteristica. Cada cromosoma
tiene una region delgada o constrefiida, llamada centrémero, dos brazos que se
encuentran unidos al centrémero y los extremos que se denominan telémeros (ver
Figura 4) (Gardner y Sutherland, 2004; Guizar, 2001; Klug y Cummings, 1999).
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Figura 4. Esquema de la morfologia de un cromosoma. La
estructura de un cromosoma consta de dos cromatidas, un
centromero, dos brazos unidos al centrémero y los extremos de
los brazos se liaman telémeros (modificado de Guizar, 2001).

De acuerdo con la nomenclatura citogenética, el brazo corto se designa como p (de
petit o pequefio) y el brazo largo se determina g (por ser la letra siguiente en el
alfabeto). La forma de los cromosomas se define por la posicién del centrémero, si
el centrébmero se encuentra en el centro del cromosoma, se denomina
metacéntrico; si la posicion del centrémero es mas o menos central, el cromosoma
se denomina submetacéntrico, y cuando el centrbmero ocupa una posicion
subterminal, el cromosoma se denomina acrocéntrico. Finalmente si el centromero
ocupa una posicién totalmente terminal, el cromosoma se llama telocéntrico (ver
Figura 5). Ademas de constriccion primaria o centromero, algunos cromosomas
tienen una constriccién secundaria. La porciéon de cromosoma al otro lado de la
constriccién secundaria se llama satélite (cromosomas acrocéntricos) (Puertas,
1999; Klug y Cummings, 1999).
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Figura 5. Clasificacion de los cromosomas segtn la posicion del
centromero. Dependiendo de la posicion del centromero los
cromosomas pueden ser metacéntricos, submetacéntricos,
acrocéntricos o telocéntricos (modificado del Klug y Cummings,
1999).

Cada especie tiene un complemento cromosémico caracteristico: un namero de
cromosomas y morfologia, al cual se le denomina cariotipo. El humano tiene 46
cromosomas, distribuidos en 23 pares, donde un cromosoma de cada par proviene
de la madre y el otro del padre. De los 23 pares, 22 pares de cromosomas son
autosémicos, y tienen la misma morfologia tanto en hombre como en mujeres, y el
par restante es el par sexual, las mujeres tienen dos cromosomas X y los varones
tienen un cromosoma X y un cromosoma Y (Figura 6) (Guizar, 2001; Nussbaum y
col., 2001).

Los cromosomas humanos se han ordenado en siete grupos, que se designan por
letras, de la A ala G, y que se describen en el cuadro 1.

BIBLIOTECA CENTRAL 10
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Cuadro 1. Grupos cromosémicos y su descripcién (Guizar, 2001).

Grupo

Descripcién

Grupo A

Incluye los pares 1, 2 y 3 que son los cromosomas mas grandes
del cariotipo. El 1 y 3 son metacéntricos, mientras que el 2 es
submetacéntrico.

Grupo B

Pares 4 y 5, que son submetacéntricos, y de menor tamafo que
los del grupo A.

Grupo C

Pares del 6 al 12, submetacéntricos todos y mas pequefios que
los del grupo B, y por su tamafio se incluye en este grupo al
cromosoma X.

Grupo D

Pares 13, 14 y 15 son acrocéntricos y méas pequefios que los del
grupo C.

Grupo E

Pares 16, 17 y 18 son submetacéntricos, pero el 16 tiene su
centromero un poco mas hacia el centro. Son de menor tamafio
que el grupo D.

Grupo F

Pares 19 y 20, tienen apariencia de metacéntricos y son mas
pequenos que el grupo E.

Grupo G

Pares 21 y 22 son los mas pequefios del cariotipo y son
acrocéntricos. Se incluye por tamafio en este grupo al
cromosoma Y, que sin embargo no tiene satélites.

Cada par de cromosomas se denominan cromosomas homologos. Las parejas de

estos cromosomas tienen una semejanza genética, poseen los mismos genes,

situados en los mismos lugares a lo largo del cromosoma que se denominan locus

(en plural loci) un cromosoma proviene del padre y el otro de la madre. Los

miembros de cada par de genes no son necesariamente idénticos, pueden

contener formas alternativas del mismo gen que se denominan alelos. El nimero

de cromosomas en las células somaticas humanas es de 46, al cual se le llama

namero diploide. En células germinales el nimero de cromosomas es haploide, que

es igual a la mitad del namero diploide. EI complemento haploide existe como tal

solo en las células germinales, que son el 6vulo y el espermatozoide (Gardner y
Sutherland, 2004; Kiug y Cummings, 1999).
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Figura 6. Clasificacion de los cromosomas
humanos. La clasificacion de los cromosomas se
realizé por el tamario y posicion del centrémero de
cada uno, el par sexual se dej6é en un grupo aparte
(Lee, 2005).

11.2.2 Ciclo Celular.

Existen dos tipos de division celular: mitosis y meiosis. La mitosis es la division
celular de células somaticas, por la cual el cuerpo crece, se diferencia y efectla la
regeneracion de tejidos. De la division mitética resultan dos células hijas, cada una
con cromosomas y genes idénticos a la célula de origen. En contraste, la meiosis
ocurre solo en células germinales. El propésito de la meiosis es producir células
para la reproduccién y se reduce el nimero de cromosomas, del nimero diploide
46 al nimero haploide 23 en los gametos: uno de cada par autosémico y uno del
par sexual. Los gametos en el hombre y la mujer, pasan por las mismas etapas en
la meiosis, pero con algunas variantes, obteniendose al final un nimero diferente
de células en cada uno (Gardner y Sutherland, 2004; Rooney, 2001).
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Las células presentan una alternancia continua entre division y no divisién. El
intervalo entre cada division mitética se denomina interfase y durante esta se

realiza la replicacién del DNA de cada cromosoma (Klug y Cummings, 1999).

La mayoria de las células requieren de tiempo para crecer y tener el doble de
proteinas y organelos que requieren para replicar su DNA vy dividirse. Para darle
mas tiempo a la célula para crecer, las fases G1 y G2 se integran a la mayoria de
los ciclos celulares. Estas fases funcionan como mas que simples lapsos de tiempo
para que la célula siga creciendo, sino que también dan tiempo a la célula para
monitorear el ambiente interno y externo, asegurando que las condiciones son las

adecuadas antes de entrar en las fases S y M (Alberts y col., 2002).

Inmediatamente después de la mitosis, la célula entra en la primera fase G1, en la
cual se realizan varias actividades como secrecidn, conduccidén, endocitosis, etc. Es
el periodo que mas variacién de tiempo presenta, pudiendo durar dias, meses o
afos. Las células que no se dividen nuevamente pasan toda su vida en este
periodo, que en estos casos se denomina GO. Aunque los mecanismos
moleculares que controlan la progresién del cicio celular no estan completamente
comprendidos, el ciclo celular esta regulado por una serie de puntos de control o
chequeo que determinan el tiempo de cada paso en la mitosis. Ademas, estos
puntos de control verifican que la sintesis de DNA se realice correctamente, asi
como el ensamblado y fijacion de una red de microtibulos para facilitar el
movimiento de los cromosomas. Si se detecta algun dafio en el genoma, estos
puntos de control mitéticos detienen el ciclo celular hasta que se repare el dafio, o
si el dano es excesivo, hasta que la célula reciba instrucciones para la

programacién de la muerte celular.

La etapa de G1 esta seguida de la fase S, que es donde se sintetiza el DNA.
Durante esta etapa, cada cromosoma se replica para convertirse en un cromosoma

de cromatida doble. Al término de la fase S, todo el DNA contenidf; en la célula se
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ha duplicado y la célula entra en una breve etapa, llamada G2. Dado que el
proceso de sintesis consume una gran cantidad de energia en la fase G2, la célula
entra nuevamente en un proceso de crecimiento y adquisicion de ATP (adenosin
trifosfato). La energia adquirida durante la fase G2 se utiliza para el proceso de

mitosis (Murray y Kirschner, 1991; Nussbaum y col., 2001).

La etapa de G2 es el final de la mitosis, la cual inicia cuando los cromosomas se
empiezan a condensar y se vuelven visibles bajo el microscopio. Las etapas G1, S
y G2 constituyen la interfase (ver Figura 7). En células humanas en division, las tres
fases tienen una duracidon de 16 a 24 horas, dependiendo del tipo de célula,
mientras que fa mitosis solamente toma de 1 a 2 horas (Klug y Cummings, 1999,

Nussbaum y col., 2001).

Figura 7. Diagrama del ciclo celular. Se observan
las etapas del ciclo celular: G1, S y G2 que
conforman la interffase y M donde fa célula se
divide (modificado de Rooney, 2001).
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11.2.3 Mitosis

Durante la mitosis actuan tres sistemas de control para asegurar que cada una de
las dos células hija reciba un juego completo de informacién genética. Esto se logra
por un mecanismo que distribuye una cromatida de cada cromosoma a cada célula
hija proceso denominado segregacién cromosémica (Alberts y col., 2002;

Nussbaum y col., 2001).

El proceso de mitosis es continuo, pero se distinguen 5 fases: Profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase. En la profase la cromatina se condensa
lentamente formando cromosomas bien definidos. Cada cromosoma se ha
duplicado durante la fase S y ahora consta de dos cromatidas hermanas, cada una
con centromero, necesario para la correcta segregacion del cromosoma. En la
prometafase se desintegra la envoltura nuclear y los cromosomas se unen al huso.
Durante la metafase los cromosomas se alinean en el ecuador de la célula en un
arreglo llamado placa metafasica. Cada cromosoma se mantiene en tension en
esta placa por los cinetécoros apareados y por sus microtubulos asociados, los
cuales estan unidos a los polos opuestos del huso (ver Figura 8) (Alberts y col.,
2002; Nussbaum y col., 2001, Rooney, 2001).
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Figura 8. Célula en metafase, tercera fase de la mitosis. Se
observan los cromosomas alineados en el ecuador de la célula,
unidos al huso que los separara para distribuirlos en las 2 células
que se generaran (modificado de Alberts y col., 2002).

Durante la anafase los cinetécoros apareados de cada cromosoma se separan,
permitiendo que cada cromatida (ahora denominada cromosoma) sea arrastrada
lentamente hacia un polo del huso. En la telofase las cromatidas que se han
separado llegan a los polos, los microtibulos desaparecen y se vuelve a formar una
envoltura nuclear. Al término de la mitosis la membrana nuclear y los nucleolos
empiezan a reaparecer y la cromatina condensada se expande de nuevo.

El citoplasma se divide mediante un proceso conocido como segmentacion o
citocinesis, que por lo general comienza en la anafase. La membrana de la zona
central de la célula, situada en medio de los dos nucleos hijos, se desplaza hacia
dentro originando el surco de segmentacién que gradualmente se vuelve mas
profundo, hasta llegar a romperse, produciendo asi dos células hijas completas y
separadas (Alberts y col., 2002; Nussbaum y col., 2001).

La morfologia de los cromosomas se estudia durante la mitosis. Durante la
interfase, el nucleo esta ocupado sobre todo en la duplicaciéon de la cromatina; se
observa la cromatina dispersa por todo el nucleo. Sin embargo, cuando la célula

entra en division, el material genético se empieza a compactar y a formar

16



cromosomas. Los citogenetistas buscan el momento del ciclo celular en el que la
observacién de la morfologia cromosémica pueda dar mejores resultados.
Generalmente, el momento adecuado para observar los cromosomas en
microscopio éptico es en la etapa de metafase de la mitosis. En este momento es

cuando se puede realizar el analisis de los cromosomas (Puertas, 1999).

‘

11.2.4 Meiosis

La meiosis es el tipo de divisién celular por la cual las células germinales diploides
dan lugar a gametos haploides. La meiosis permite la reduccién del nimero de
cromosomas por medio de dos divisiones celulares sucesivas, denominadas
primera y segunda divisién meidtica, con una sola duplicaciéon de los cromosomas.
Los cromosomas homélogos se aparean en la primera division de meiosis y
realizan un proceso de intercambio de material genético denominado
entrecruzamiento (crossing-over) que tiene notable importancia en la evolucion y
variacion genética de las especies que se reproducen sexualmente (ver Figura 9)
(Guizar, 2001; Nussbaum y col., 2001).

La profase de la primera divisibn meidtica consta de cinco etapas: leptoteno,
zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. Durante estas etapas, los cromosomas
homélogos se aproximan y se aparean en una o mas regiones, formando lo que se
llama bivalentes, asi cada par de cromosomas realiza entrecruzamientos en
distintos puntos del cromosoma (ver Figuras 9 y 10) (Nussbaum y col., 2001;
Rooney, 2001).
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