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Los cromosomas son organulos
celulares, portadores de la infor-
macién genética que determina
qué y como puede ser un indivi-
duo. Su niimero, en la especie hu-
mana, es de 46. En el momento dé
la fecundacidn, el cigoto recibe 23
cromosomas procedentes de su
padre, a través del espermatozoi-
de, y 23 cromosomas de su madre,
mediante el ovocito.

Las anomalias cromos6micas
son una de las causas mas impor-
tantes de subrormalidad fisica y
psiquica, y se encuentran también
en el origen de muchos casos de
infertilidad, tanto masculina
como femenina, ya que se calcula
que un 50 % de abortos esponté-
neos se deben a una alteracién de
los cromosomas.

Los probiemas
reproductivos

Resulta pues obvio que, en mu-
chas parejas infértiles o estériles,
una de las exploraciones a realizar
para determinar la causa de su
problema reproductivo consistird
en un estudio cromosémico, sea
de sus células somiticas (estudio
del cariotipo) o de sus células ger-
minales (estudio de la meiosis).

" Hay que sefialar que, en estos mo-
mentos, el estudio de la meiosis
tan sblo. puede realizarse en el
hombre, sea en una biopsia testi~
cular oen el eyaculado, graciasala
accesibilidad del material a anali~
zar. En la mujer, la obtencién de
ovocitos sigue siendo dificil, y el
nlimero de células que se consi-
gue, esCaso.

Sin embargo, aunque estos es-
tudios sean extraordinariamente
iitiles para establecer un pronésti-
co sobre la posible fertilidad de la
pareja, tan sdlo permiten obtener
datos indirectos acerca de la dota-
cion genética de las células que in-
tervendran en la fecundacion v,
por tanto, se hallan sujetas a posi-
bles errores. )

Por esta razén, los investigado-
res interesados en este tema hemos
intentado, durante muchos aiios,
poder Hegar a analizar directa-
mente los cromosomas de las célu-
las germinales. Pero para poder
estudiar los cromosomas de cual-
quier tipo de célula es necesario
que ésta se encuentre en divisién.

Elespermatozoide es una célula
con un nicleo extraordinaria-
mente compacto, que s6lo entrara
en division después de penetrar en

Integrar genes extrafios, una etapa casi superada

La manipulaciéon genética de
los mamiferos no es ya un hecho
nuevo ni una noticia, es-casi ya
una rutind. Hace un par dé afios se
demostré que se podia inyectar en
¢l nicleo de huevos fecundados
deratones un gen aislado, caracte-
rizado y producido en cantidades
importantes gracias a s técnicas
de ingenieria genética en bacte-
rias, y se observé que este gen fun-
ciona correctamente y se transmi-
tia a su descendencia. La fotogra-
fia del raton grande como una rata
dio la vuelta al mundo. Una vez
demostrado que esto era posible
habia que demostrar que era itil.
Dos recientes experimentos van
en esta direccion. ‘

Uno de los resultados reciente-
mente publicados explica la intro-
duccién de un gen externo en hue-
vos fecundados de especies ani-
males importantes desde un punto
de vista econémico como-son el
conejo, el cordero y el cerdo. El
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humano para analizar anomalias cromoesémicas

un ovocito. Y el ovocito es una cé-
lula de curioso comportamiento,
que s6lo nos permite analizar sus
cromosomas después de haber
sido fecundado por un esperma-
tozoide.

Por tanto, en principio los cro-
mosomas de las células germinales
tan s6lo pueden ser estudiados
después de que se haya formado
un cigoto. Este tipo de solucidn se
haempleado en especies animales,
y constituye una técnica muy va-
liosa (por ejemplo, en embrionés
de raton los doctores J. Santal6 y
A. M. Estop, de nuestro departa-
mento, han podido determinar
que la fertilizacion in vitro (FIV)
no aumenta el riesgo de anomalias
cromosémicas en la descenden-
cia). Sin embargo, su aplicacién a
la especie humana es imposible,
ya que para estudiar los cromoso-
mas de los gametos es necesario

destruir (fijar) al cigoto, y elemen-

tales razones éticas lo impiden.
Debido a ello, se ha intentado
estimular al espermatozoide in-
troduciéndolo en un ovocito no
humano; es decir; en términos
mis simples, proporcionindole
un medio adecuado que le permi-
ta dividirse. Este es el origen de las
pruebas de penetracion de ovoci-
tos de hadmster con espermatozoi~

gen estudiado ha sido el mismo
que se introdujo en el ratén:el gen
humano de la hormona del creci-
miento. Los problemas técnicos

con que se encontraron los grupos

que realizaron tal trabajo fueron
muchos, el coste econdmico, sin
duda, ha sido elevadisimo. La téc-
nica consiste en extirpar évulos de
hembras tratadas mediante hor-
monas para que den una super-
produccién de estos dvulos, fe-
cundarlos “in vitro”, inyectar
DNA mediante agujas finisimas
en sus ndcleos y después implan-
tar los embriones asi tratados en
hembras apropiadas. Desde lue-
g0, cada una de estas etapas es de-
licada en si misma.

En los experimentos reciente-
mente publicados, alrededor de
2.060 huevos de cerdo y conejo v
1.000 de cordero fueron inyecta-
dos, algo que no es evidente de por
si. La técnica de microinyeccién
en niicleos es algo muy delicado y,
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des humanos, que han puesto a
punto en nuestro laboratorio los
doctores J. Benet, A. Genesca, J.
Navarroy C. Templado.

La técnica es compleja. En pri-
mer lugar, hay que superovular
bamsters hembra mediante un
tratamiento hormonal adecuado,

. para obtener un niimero elevado
de ovocitos. De cada hembra pue-
den conseguirse unos 25-50 ovo-
citos. Como que en cada experi-
mento se utilizan entre 200 y 250,
ello implica tratar a 5-8 himsters
cada vez.

Ademas, el ovocito estd rodea-

do por una estructura lamada
. zona pelucida, que impide la pe-

netracion de espermatozoides de

otras especies, y, por tanto, de es-

permatozoides humanos (ver fo-

tografia). Esta estructura debe ser

eliminada, empleando un trata-
" miento enzimdtico.

Al mismo tiempo, se prepara la
muestra de semen, colocando los
espermatozoides en un -medio
adecuado, en el que se mantienen
durante un cierto tiempo para que
losespermios més méviles se sepa-
ren de los demds (seleccidn de es-
permatozoides), y luego se some-
ten a un proceso de capacitacién,
es decir, se les prepara para que

ademas, cada especie presenta di-
ficultades caracteristicas que hay
que resolver. Tampoco es eviden-
te la implantacién del huevo fe-
cundadoe inyectado en el itero de
hembras preparadas. Por esta ra-
z6n el porcentaje de nacimientos
fue bajo, alrededor del 10 por
ciento, y de éstos inicamente algo
mis de otro 10 por ciento de los
cerdos y conejos nacidos llevaban
el gen inyectado, en el caso del
cordero este porcentaje fue de sélo
un uno por ciento. Finalmente, el
gen se expresaba en un buen por-
centaje de estos animales, pero en
ningdn caso se observaron cam-
bios en el tamafo corporal de los
animales. Se trata, por tanto, de un
éxito parcial. Sin duda, lo impor-
tante es que el gen llegue a inte-

grarse y esto lo han conseguido los.

investigadores americanos; el gen
utilizado era un simple modelo
que podri ciertamente perfeccio-
narse en un futuro préximo.: No
hay que extrafiarse, por ejemplo,
de que la hormona humana no
funcione en los cerdos.

El segundo trabajo ha sido pu-
blicado simultdneamente por un
grupo francés de Estrasburgoy un
grupo de investigadores japoneses
y americanos. Se trata de un ¢jem-
plo de “terapia génica”. Como va
se habia realizado hace tiempo en
la mosca drosophila, se trata en
este caso de corregir el malfuncio-
namiento de un gen: un gen del
sistema inmunitario. Asi, se ha
realizado la inyecci6n del gen pu-
rificado en forma de DNA en el
nicleo de ratones mutantes que
no lo poseian. Del analisis de los
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sean capaces de penetrar en el
ovocito. .

A continuacidn, ovocitos y es-
permatozoides se ponen en con-
tacto, para que tengan lugar una
fertilizacion in vitro. El tinico cri-
terio vilido de penetracién es la
presencia en el interior del ovocito
de una cabeza de espermatozoide
hinchada (ya que, al penetrar, el
espermatozoide se descondensa
para entrar en divisién), acompa-
fiada de una cola. Cualquier otro
criterio de penetracién debe ser
desechado, ya que se presta a erro-
res.

Esta primera parte de la prue-
ba, llamada Hamster Test (HT)
constituye una indicacién de la
capacidad de penetracién de los
espermatozoides humanos. EIHT
Se usa en programas de FIV para
determinar si los varones con se-
minogramas deficientes tienen o
no buenas posibilidades de éxito.
En un estudio reciente, realizado
en colaboracién con el Instituto
Dexeus, y presentado al primer
Congreso de la Sociedad Europea
de Reproduccién Humana, la
prueba dio una sensibilidad supe-
rioral 80 .

Si los ovocitos penetrados se
mantienen en incubacién durante

ratones nacidos de los embriones
tratados se demuestra que se ha

conseguido integrar el gen y recu- -

perarsu funcidn, talcomosedaen
los ratones normales. En los dos
casos. publicados los resultados
son similares aunque no idénticos,

pero coinciden-en ia adecuada in-

tegracion del gen y su funciona-
miento. .

Estos experimentos recientes
demuestran los rapidos avancesen
la ingenieria genética de mamife-
ros. Es evidente que no estamos le-
jos del dia en que podamos intro-
ducir cualquier gen que esté aisla-
do en pricticamente cualquier
especie de interés econémico. Y
desde luego, también genes que se
hayan podido modificar a volun-

- tad en el laboratorio. Ello no quie-

re decir que podamos construirfas
variedades que se quieran ya que
genes aislados de interés comercial
tampoco hay tantos (su nGmero
aumenta cada dia). Por otra parte,
lo que se estd haciendo es introdu-
cir un Gnico gen, y desde luego,
por ahora al azar en cuanto al lu-
gar donde se integra en el DNA

del animal receptor. Sin embargo, |

es posible que se puedan obtener
con cierta facilidad variedades de
mayor tamaiio, con una mayor re-
sistencia a enfermedades o que
sinteticen un producto interesan-
te. Sin duda; el interés econémico
potencial de tales posibilidades
explica el coste de los experimen-
tos que se estdn haciendo. Lo que

. si es seguro es que este tipo de ex-

perimentos esta posibilitando co-
nocer con gran detalle el funcio-
namiento de genes incluso en un
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un periodo mas largo de tiempo,
pueden obtenerse preparaciones
cromosdémicas correspondientes a
la primera divisi6n del cigoto. Es-
tas preparaciones contienen cro-
mosomas de hdmster (proceden-
tes del ovocito) y cromosomas hu-
manos (procedentes del
espermatozoide). La técnica es
muy compleja y, hasta el momen-
to, tan sdlo cinco laboratorios en
todo ¢l mundo, incluyendo el
nuestro, han logrado ponerla a
punto. Los complementos cromo-
somicos son de alta calidad, y se
mantienen separados gracias al
empleo de un compuesto que de-
tiene la divisi6n en metafase e im-
pide la fusién (singamia) de los
pronticleos femenino y masculi-
no.

Las preparaciones cromosémi-
cas de espermatozoides humanos
permiten determinar con gran
exactitud el riesgo de descenden-
cia anormal en pacientes portado-
res de anomalias cromosOmicas

“equilibradas, sea en todas las célu-

las de su organismo (3 9/ de varo-
nes infértiles, y l6gicamente, una
cifra comparable en la mujer), o
tan sblo en sus células germinales
(5 %, de varones infértiles, y una
cifra parecida en la mujer). Por
tanto, el asesoramiento genético
en estos casos se hace mucho mas
exacto, y permite establecer nive-
les de riesgo reales, y no hipotéti-
COs.

Hay que sefialar que, aunque en
teoria dos individuos distintos
portadores de la misma anomalia
cromosomica equilibrada tienen
el mismo nivel de riesgo, en Ia
practica es perfectamente posible
que uno de ellos tenga un riesgo
cercano o igual al cero por ciento,
y ¢l otro un riesgo igual o cercano
al cien por ciento.

Se ha objetado que el estudio
cromosdmico de 50~100 esperma-
tozoides no essignificativo, ya que
un eyaculado puede contener cen-
tenares de millones de espermato-
zoides. Sin embargo, esta critica
no contempla que el nimero de
espermios que lega a las trompas
es de tan solo algunos centenares,
0 quizd menos. Por tanto, la técni-
ca permite estudiar una muestra

sisterna tan complejo como es el
sistema inmunitario. El interés de
estas técnicas para la investigacién
bésica es indiscutible.

No hay duda tampoco de que
estos avances nos levan a la mis-
ma pregunta de siempre: jserdn
estas técnicas aplicables a huma-
nos? Y no hay que vacilar en res-
ponder afirmativamente ya que lo
que se pueda conseguir en conejos,
cerdos o corderos y pronto en va-
€as no tiene por qué no ser aplica-
ble en humanos. La pregunta qui-
74 deba ser otra: ;deben ser estas
técnicas aplicadas a humanos? Y
probablemente por ahora no hay
que vacilar en responder negati-
vamente a esta cuestion.

Ello tanto por la dificultad y los
riesgos que entrafia tal técnica, en

A dos niveles diferentes, Ia biologia celular y la molecular avanzan en el conocimiento de los procesos fundamentales

~ Ovocitos de himster, fecundados con esperma

altamente significativa de esper-
matozoides.

Una aplicacién inmediata de
este método estd en relacidén con
los intentos de numerosos equipos
para mejorar la calidad del semen
en pacientes infértiles, y aumentar
asi el rendimiento de los progra-
mas de FIV.

Estos intentos tienen una finali-

.dad altamente plausible, pero

existe el peligro de que, al aumen-
tar el nlimero de espermatozoides
mdviles, se esté facilitando que es-
permatozoides anormales que no
tendrian posibilidad de fecundar
al ovocito por tener una movili-
dad disminuida, logren hacerlo.
Por tanto, serd necesario que los
resultados de cualquier método de
mejora del semen sean comproba-
dos mediante el estudio de los cro~
mosomas de los espermatozoides
conseguidos, antes de su aplica-
<i6n a la especie humana.

En busca
de un método

Hasta aqui, hemos tratado del
estudio de los cromosomas de los
gametos masculinos. Hemos co~
mentado también que la inciden~
cia de anomalias cromosémicas
debe ser parecido en la mujer. De
eflo se desprende el interés del
andlisis de los cromosomas del
ovocito. Por el momento, no exis~
te un método adecuado para ello.
Sin embargo, en nuestro departa-
mento se han iniciado experien-
cias €n este sentido, utilizando un
sistema animal que esperamos po-
der aplicar en breve a la especie
humana.

La técnica consiste en estimular
artificialmente la divisién del
ovocito, sin intervencién de un es-
permatozoide (partenogénesis).
De esta forma, el ovocito se divide
como si fuese un cigoto, pero con~
tiene sélo la mitad femenina de los
cromosomas (haploide), los cuales
son también perfectamente anali-
zables. ’

Aunque, por razones técnicas,
el nlimero de ovocitos susceptibles
de estudio sea mucho menor que
el de espermatozoides, creemos
que los resultados que esperamos
obtener en breve serin también
utiles para mejorar las posibilida-
des reproductivas de las parejas
infértiles.
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particular por el bajo nivel de éxi~
to y la impredictibilidad de los re~
sultados como porque si bien pue-
de ser posible la correccién de
ciertas malformaciones congéni-
tas por “terapia genética” como se-
ha hecho en los ratones, es posible
que como en tantos otros casos sea
mejor la medicina preventiva me-
diante andlisis genéticos profun-
dos (que la misma ingenieria ge-
nética puede extender a prictica-
mente cualquier gen) que la
“cirugia genética”. En cualquier
caso la era de las especies animales
modificadas genéticamente estd a
las puertas.
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