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Resumen

El estudio citogenético en sangre periférica o
cariotipo esta indicado en todas aquellas parejas que
presentan esterilidad o infertilidad. Dicha indicacion se
sustenta en que la incidencia de anomalias cromosomicas
constitucionales es unas 13 veces superior en la poblacién
de pacientes estériles que en la poblacién general.

Si bien el estudio citogenético en sangre periférica
es muy informativo, los pacientes con cariotipo normal
pueden presentar anomalias de la meiosis, limitadas a la
linea germinal (anomalias en el apareamiento de los
cromosomas homologos, desinapsis, asinapsis). Estas
anomalias daran lugar a espermatozoides aneuploides, que
en caso de fecundacion del oocito seran responsables de la
formacion de embriones inviables o viables pero con riesgo
de presentar defectos congénitos al nacimiento. En este
contexto, cobran relevancia los estudios que permiten la
valoracion del proceso meiotico a través del estudio del
comportamiento cromosomico durante la primera y la
segunda de las divisiones meiéticas y aquellos destinados a
determinar la regulacién de factores epigenéticos en las
gametas, como por ejemplo el grado de compactacion del
ADN espermatico.

En este trabajo, presentamos los resultados de los

estudios realizados en un portador de la inversion
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pericéntrica inv(9)(p11g13) que consulta por problemas de
fertilidad. Estos estudios incluyen: ploidias y evaluacién de
la compactacion cromatinica en espermatozoides y
evaluacion citogenética molecular de un producto de aborto.

Introduccién

En pacientes varones que consultan por esterilidad
ylo infertilidad, la frecuencia de anomalias cromosomicas
mayores varia desde un 2,2 hasta un 15%, con una
frecuencia promedio del 8,6%, cifra claramente mayor que
la encontrada en la poblacion general, que es de 0,6%.
Ademas, existe una estrecha correlacion entre frecuencia
de anomalias cromos6micas y grado de oligozoospermia.

Especificamente, las inversiones (inv) son
rearreglos estructurales intracromosémicos. La mas comdn
es la inversiébn simple o Unica. Cuando el segmento
invertido incluye el centromero, la inversion es pericéntrica,
si no lo incluye, es paracéntrica. Las inversiones que
contienen puntos de ruptura en las regiones
heterocrométicas de los cromosomas 1, 9, 16 y cromosoma
Y son observadas con una frecuencia del 1 al 2% (1) y
consideradas variantes no patolégicas. Algunos portadores
de inversiones cromosémicas pueden sufrir abortos
recurrentes o0 tener descendencia con anomalia
cromosomica, resultado de duplicaciones o deficiencias en
un cromosoma recombinante.

Otras inversiones parecen ser transmitidas
normalmente y en forma balanceada a través de
generaciones. En individuos heterocigotas para inversiones
pericéntricas, se considera que el segmento invertido debe
involucrar al menos el 30% o un tercio del largo total
cromosomico para originar descendencia con cromosoma
recombinante. (2) La inversién de la regiéon heterocromatica
(gh) del cromosoma 9 puede considerarse un polimorfismo
normal, no asociado a fenotipos anormales pero con
consecuencias clinicas poco claras. Algunos estudios
demuestran una asociacion directa de la inversién (9)(gh)
con infertilidad y abortos a repeticion como resultado de una
disyuncion anormal durante la meiosis. (3) Otros estudios
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excluyen cualquier asociacion pero sugieren que inv(9)(gh)
podria interferir en la correcta segregacion de los
cromosomas no involucrados en el rearreglo durante la
meiosis, generando un incremento de aneuploidias en
gametas. Los posibles mecanismos han sido revistos por
Anton et.al. (4) Numerosos reportes han documentado un
exceso de variantes cromosémicas, especialmente del
cromosoma 9 con inv (9) y 9gh+, en parejas con fallas
reproductivas, sin embargo, varios estudios realizados
mediante andlisis del cariotipo espermatico humano en
busca de posibles aneuploidias en individuos portadores de
inversion, no han mostrado efectos intercromosémicos.
(5,6,7) Independientemente de la segregacion
cromosoémica, existe un parametro que influye directamente
en el desarrollo del embrion. Este pardmetro es el estado
de compactacion de la cromatina, que se puede encontrar
alterado por factores diversos. Durante la
espermatogénesis, el 85% de las histonas de la cromatina
espermatica son reemplazadas por pequefias proteinas de
caracter basico (protaminas) ricas en residuos cisteina. La
alta estabilidad necesaria para el transporte y la integridad
del material genético espermatico esta dada por la fuerte
union entre estos residuos mediante puentes disulfuro. El
estado de condensacion cromatinica espermatica puede
verse alterada por varios factores y un alto porcentaje de
mala condensacion ha sido correlacionado con una
reducida habilidad fecundante.(8) Luego de las
aneuploidias, la condensacion prematura de cromosomas
que se produce frecuentemente en espermatozoides mal
compactados es la segunda causa de fallas en la
fertilizacion.(9) La utilizacion de cromomicina A3 permite
analizar anomalias de la cromatina esperméatica. El
reemplazo de histonas por protaminas juega un rol
importante en la condensacion cromatinica, formacién del
ndcleo y la morfologia de la cabeza espermatica y se
evidencia una importante correlacion entre el déficit de
protaminas y la tasa de fertilizacién, lo que sugiere que éste
defecto formaria parte en la ocurrencia de condensacion
cromosoémica prematura espermatica, fallas de fertilizaciéon
y arresto embrionario.

Materiales, métodos y resultados:

Se realiza el estudio en un hombre sano de 34
afios que consulté por esterilidad primaria luego de 2 afios y
medio de intento de embarazo.

I) Cariotipo y FISH

Dado que los parametros espermaticos en dos
espermogramas sucesivos dieron normales, se solicité un
cariotipo, cuyo resultado fue: 46,XY, inv (9)(p11;q13). La
confirmacion del mismo se observa en la Figura 1.
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Figura 1: Confirmacién con FISH (Fluoresnce in situ
Hybridization) de la inversién pericéntrica. Sonda
centromérica: espectro verde, sonda del alpha satélite:
espectro rojo.

El cariotipo de su pareja arrojé un resultado normal
de una mujer sana de 35 afios con cariotipo 46, XX. Para
determinar la frecuencia de posibles aneuploidias
espermaticas se solicitdé la evaluacion espermatica
mediante FISH. Asimismo, por fracaso de implantacion y
abortos repetidos se solicité el Test de descondensacion
cromatinica mediante Cromomicina.

Il) Determinacion de aneusomias en espermatozoides

Se realizd FISH en semen utilizando sondas
centroméricas para cromosomas 9, 18,13- 21 y X y sonda
satélite Ill para el cromosoma Y.

Para llevar a cabo el estudio de FISH se utiliz6 el
protocolo de descondensacion espermética con DTT segun
descripto en la literatura. (10) Los analisis se realizaron con
un microscopio fluorescente OLYMPUS BX51 con filtros
adecuados para los colores de los fluorocromos utilizados.
Las imagenes fueron capturadas con una camara Olympus
DP70. (Figura 2)

Figura 2: Andlisis de aneuploidias en espermatozoides.
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Se realizd el scoring de aproximadamente 500
ndcleos espermaticos de acuerdo con las recomendaciones
publicadas (10) incluyendo sefiales FISH bien definidas y
excluyendo las sefiales de bordes indefinidos o de esperma
descondensado obteniéndose para cada serie, los
siguientes resultados:



La tasa de aneuploidia para el complemento
cromosoémico completo, fue calculada utilizando la férmula
matematica (10) que utiliza la media geométrica del
resultado de los espermatozoides evaluados para estimar
los espermatozoides normales para todos los cromosomas
(evaluados y no evaluados). Arrojando un resultado de
espermatozoides normales de 80,4 %.

llDeterminacién de la compactacién cromatinica en
espermatozoides:

En resumen, este estudio se basa en la
penetracion diferenciada de dos colorantes de DNA. (Figura
3)

Figura 3: Ejemplo de la tincion Cromomicina DAPI.

e  DAPI: Di AminoPhenil Indol, con fluorescencia azul
e CA: Cromomicina A3. Con fluorescencia amarilla.

Esta Ultima solamente penetra en caso de mala
compactacion espermatica. Los valores normales para
pacientes fértiles estan por debajo de 30%. En el caso que
nos concierne, el valor fue de 6,5%.

IV) Estudio de material de aborto

Durante la realizacién de estos estudios, la pareja
logra concebir naturalmente, interrumpiéndose la gesta
espontaneamente. Para obtener informacion acerca de las
causas de deteccién de la gesta, se realiz6 un estudio
citogenético sobre material de aborto, utilizando las mismas
sondas que para el estudio de espermatozoides.

Una alicuota de fijacion en 3:1 metanol:acido
acético fue extendida en un portaobjeto con el fin de
obtener un preparado de células no superpuestas. Se
prepararon las distintas sondas y se las utilizd por
separado. (Figura 4)

Figura 4: Resultado del FISH sobre producto de aborto
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El analisis de 100 células con cada sonda
demostré que existia un mosaicismo diploide-triploide en
una proporcion de 50 %.

Discusion

En el humano, el concepto de ‘“efecto
intercromosomico” fue postulado por Lejeune. (11) Casos
de trisomia 21 y aneuploidia de cromosomas sexuales, han
sido reportados en asociacion con inversiones
cromosémicas, translocaciones reciprocas y
translocaciones robertsonianas. (12) La ocurrencia de este
fendmeno contindia siendo poco clara en mamiferos, por la
dificultad de obtener datos experimentales y directos en
gametas. Con el advenimiento de la citogenética molecular,
FISH ha probado su eficiencia en nucleos esperméaticos
como en otros tipos de células y tejidos. (13) El andlisis
cromosoémico en espermatozoides de varones infértiles ha
mostrado que estos pacientes presentan una alta
variabilidad en el comportamiento de la segregacion
cromosomica durante la meiosis. (14) La region
centromérica contiene DNA alfoide, y la regién
pericentromérica contiene secuencias satélite 1l DNA
clasicas y satélite _ DNA. Los puntos de ruptura pueden
ocurrir dentro de estas regiones dando lugar a cuatro tipos
de inversiones pericéntricas, originando una variedad de
heteromorfismos de oscura significancia clinica. (15)

Ameil et al. (16) hallé un nimero incrementado de
disomia 9 en esperma de un portador de inversion 9.
Algunos autores han observado un riesgo incrementado de
descendencia con trisomia 21 en portadores de inv(9)
conteniendo una regién heterocromatica amplificada (9gh+).
(17) Estos hallazgos contradicen la hipétesis de que las
regiones heterocromaticas no participan en el crossing over.
Han sido reportadas varias anomalias en individuos con
inversion pericéntrica del 9 y ha sido asociada con abortos
a repeticion en varias familias. Varios estudios en series de
parejas no seleccionadas, han fallado en la demostracion
de una relacion entre inv(9) y aborto recurrente. Por otra
parte, de treinta y tres familias con inv(9) estudiadas por
Teo en 1995 (18), doce familias presentaban problemas de
subfertilidad.

Colls et al. (7) investigaron semen de un hombre
con inv(9)(p11gl3), y las células espermaticas, disémicas
para el cromosoma 9 y 21, no fueron mas frecuentes que
en los varones con cariotipo normal. Estos investigadores
concluyeron que inv(9)(p11913) no causaria defectos en la
espermatogénesis.

Segun los estudios realizados en nuestro analisis,
el paciente no tendria un riesgo aumentado de
descendencia anormal o aborto. No se ha observado
aumentada la proporcién de espermatozoides anormales
para el cromosoma invertido ni para el resto de los
cromosomas estudiados. Tampoco se ha observado efecto
intercromosomico, ni anomalias de compactacién de la
cromatina espermatica.

Sin embargo, el hallazgo de una mixoploidia en el
material de aborto puede estar indicando un problema no
identificado aun. El concepto de mixoploidia alude a la
coexistencia de una poblacion celular diploide normal y otra
con tres o mas multiplos del set cromosémico haploide. En
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este caso, la linea celular anormal presentaba 69
cromosomas. Los mosaicismos diploide/triploide son
extraordinariamente infrecuentes y las manifestaciones
clinicas pueden ser menos severas que aquellas asociadas
a las triploidias completas. ElI mecanismo biolégico
postulado para explicar la ocurrencia de esta anomalia es el
proceso de doble fertilizacion, el cual ademas ha sido
sustentado por estudios de polimorfismos de ADN en los
casos previamente reportados. (19)

Dado que, sin embargo, los pacientes tienen
historia de infertilidad, con los elementos de juicio utilizados
no podemos afirmar que la causa de sus problemas
reproductivos es la inversion del portador, sino otra causa
hasta ahora desconocida. De utilizar una técnica de
reproduccion asistida, se recomendaria realizar un
diagnostico genético de preimplantacion, (20) con lo que se
podria estudiar directamente la frecuencias de alteraciones
en los embriones obtenidos.

Solo la evaluacion sistematica de los pacientes
portadores de inv(9)(pl1gl3) permitird el adecuado
establecimiento de riesgos en cada caso y la realizacion del
asesoramiento genético pertinente.
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