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Cytogenetic abnormalities in patients with infertility diagnosis in Lima, Peru
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Introduccion: La infertilidad es una enfermedad multicausal y el componente genético representa uno de sus principales
eventos. Si bien la distribucion de la infertilidad puede variar entre poblaciones, las parejas de los paises con bajos y me-
dianos ingresos pueden verse mas afectadas por la infertilidad, con una proporcion de alteraciones citogenéticas atin no
esclarecidas. Objetivo: Evaluar la frecuencia de alteraciones citogenéticas y su correlacion con el numero de abortos en
pacientes peruanas con diagndstico de infertilidad. Método: Se realizé un estudio de corte transversal en 400 pacientes de
18 a 60 afios, de ambos sexos, con diagndstico de infertilidad. Se registraron las caracteristicas clinicas disponibles duran-
te el examen genético y el analisis citogenético convencional fue con bandeo GTG en muestras de sangre periférica. EI
andlisis de correlacion se realizé con la prueba de Spearman. Resultados: Del total, 389 pacientes cumplieron los criterios
de inclusidn, y de estos, 169 (43,44%) tuvieron reportes de abortos (promedio: 2,25, rango: 1-7). Hallamos una correlacion
significativa ente el nimero de abortos y las alteraciones citogenéticas (p < 0,000). Reportamos 25/289 (6,43%) alteraciones
cromosomicas, de las que 11/25 (44%) fueron heterocromatinas constitutivas y 6/25 (24%) fueron translocaciones reciprocas.
Las alteraciones citogenéticas mds frecuentes fueron 16gh+ y 9gh+ (ambas con un 16%), y afectaron a 17 (68%) varones.
Conclusiones: Existe una moderada frecuencia de alteraciones citogenéticas en pacientes peruanos con diagndstico de
infertilidad, y las alteraciones mds frecuentes fueron heterocromatina constitutivas. Ademas, evidenciamos una correlacion
significativa ente el numero de abortos y las alteraciones citogenéticas.

Infertilidad. Andlisis citogenético. Heterocromatina. Aborto. Citogenética. Peru.

Introduction: Infertility is a multicausal disease and the genetic component represents one of its main events. Although the
distribution of infertility may vary between populations, couples in low-and-middle-income countries may be more affected
by infertility with a proportion of cytogenetic alterations still unclear. Objective: To evaluate the frequency of cytogenetic al-
terations and their correlation with the number of abortions in Peruvian patients with a diagnosis of infertility. Method: A cross-sec-
tional study was carried out in 400 patients between 18 and 60 years-old, of both genders with a diagnosis of infertility. The
clinical characteristics available during the genetic examination were recorded and the conventional cytogenetic analysis
was with GTG banding in peripheral blood samples. The correlation analysis was performed with the Spearman test.
Results: Of the total 389 patients who met the inclusion criteria, of these 169 (43.44%) patients had reports of abortions
(mean: 2.25, range: 1-7). We found a significant correlation between the number of abortions and cytogenetic alterations
(p < 0.000). We report 25/289 (6.43%) chromosomal alterations, where 11/25 (44%) were constitutive heterochromatin, and
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6/25 (24%) were reciprocal translocations. The most frequent cytogenetic alterations were 16gh + and 9gh + (both 16%), and
affected 17 (68%) men. Conclusions: There is a moderate frequency of cytogenetic alterations in Peruvian patients diagno-
sed with infertility, where the most frequent alterations were constitutive heterochromatin. Furthermore, we evidenced a sig-
nificant correlation between the number of abortions and cytogenetic alterations.

Infertility. Cytogenetic analysis. Heterochromatin. Abortion. Cytogenetics. Peru.

La infertilidad es una enfermedad reproductiva defi-
nida como el fracaso del desarrollo y amparo del emba-
razo después aproximadamente 12 meses de relaciones
sexuales regulares sin proteccion'. Hoy en dia, la infer-
tilidad genera un caos social, marital y psicoldgico por
las profundas significancias culturales que conlleva el
generar descendencia y la importancia que se atribuye
a este fenémeno, que afecta a 48 millones de parejas
en todo el mundo

Pese a que durante los ultimos afos no se han evi-
denciado cambios en las tendencias de infertilidad en
el mundo, en torno a un 15% de parejas (cerca de 80
millones de afectados) son infértiles en los Estados
Unidos de América’~. Las estimaciones globales de la
tasa de infertilidad son dificiles de realizar, debido a que
algunas regiones no tienen datos disponibles o presen-
tan limitaciones para su determinacién®. Sin embargo,
los paises con bajos y medianos ingresos se ven muy
afectados por la infertilidad, ya que una de cada cuatro
parejas la sufre”’. En Latinoamérica y el Caribe, aun-
que no existen cifras exactas, a los problemas de infer-
tilidad que afrontan las parejas se suma la baja tasa de
fertilidad experimentada desde hace tres décadas”.

Se conoce que el factor masculino representa el 50%
de los casos de infertilidad, pero hasta un 20% se atri-
buyen a causas mixtas”. La infertilidad femenina puede
ser por diferentes causas (cervicovaginales, inmunita-
rias o psicosexuales), mientras que la infertilidad mas-
culina estd ligada hasta en un 15% a trastornos
genéticos, seguidos en frecuencia del varicocele
Los trastornos genéticos, como las alteraciones cromo-
somicas, las mutaciones y los cambios epigenéticos,
estan contribuyendo a la etiologia de los supuestos
casos «idiopaticos» de infertilidad.

El estudio citogenético es parte del diagndstico de
este problema de salud de la pareja. Permite estable-
cer un vinculo entre las alteraciones genéticas (estruc-
turales o conformacionales) y el tratamiento y el
prondstico de la infertilidad de las parejas que optan
cada vez mas por terapias alternativas de concepcion
asistida y otras técnicas reproductivas'”.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la frecuen-
cia de alteraciones citogenéticas y su correlacion con el
numero de abortos en pacientes con diagndstico de
infertilidad del Hospital Nacional Docente Madre Nifio
San Bartolomé (HONADOMANI SB) en Lima, Peru.

Con la finalidad de evaluar la frecuencia de alteracio-
nes citogenéticas en pacientes con diagnostico de
infertilidad se realizé una investigacién de corte trans-
versal que conté con la aprobacién del Comité de Etica
e Investigacion de la Oficina de Apoyo a la Docencia e
Investigacion del HONADOMANI SB (N.© 16913-16).

Se incluyeron todos los pacientes admitidos de enero
a diciembre de 2015 derivados por consulta de fertili-
dad para el estudio citogenético, en el Area de
Citogenética y Biologia Molecular, Servicio de Anatomia
Patoldgica del Departamento de Ayuda al Diagnéstico
del HONADOMANI SB, que previamente otorgaron el
consentimiento para participar en el estudio.

Los criterios de inclusion fueron: pacientes de entre
18 y 60 afios, de ambos sexos, con diagndstico presun-
tivo de infertilidad, remitidos a la institucion (de consul-
torios externos o derivados de otros hospitales con ficha
de referencia y diagndstico presuntivo) para estudio cito-
genético convencional de acuerdo con el Procedimiento
Operacional Estandarizado de la institucion.

La recoleccién de sangre periférica se hizo con
jeringa de 10 ml y adicionando heparina sddica, y las
muestras se procesaron frescas (< 3 horas).

Los cultivos de linfocitos de sangre periférica se rea-
lizaron en medio PB-MAX™ Karyotyping (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, U.S.A.) o en medio
de cultivo KREAvital Lymphocyte Karyotyping (Kreatech
Bio., Amsterdam, Netherlands), distribuidos en tubos
Falcom™ de 10 ml (BD, Le Pont de Claix, France),
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dependiendo de la disponibilidad de la institucion'.
Todos los cultivos se incubaron a 37 + 1 °C por 72
horas, con controles de crecimiento de cultivo cada 12
horas. El método de cosecha fue convencional, ini-
ciando con la colchinizacion (Colcemid 0,1 pg/ml) y
hasta la fijacién con la solucién de Carnoy comercial.

Para todos los preparados cromosomicos se utilizé
el bandeo GTG con coloracién de Giemsa (modificado
de Leishman’s) y se analizaron manualmente en
microscopio de luz para seleccionar los campos con
cariotipos y luego ser armados en el autoanalizador
Leica X210 System (Leica, Wetzlar, Germany). Se uti-
lizé el sistema ISCN version 2013 para el reporte de
resultados en < 15 dias. Se excluyeron los cultivos
incompletos, contaminados o con notoria alteracion del
pH del medio. Durante la lectura se derivé a los pacien-
tes sin presencia de metafases abiertas 0 en poca
cantidad (< 5 metafases en todos los preparados) para
una nueva evaluacién'®,

De un total de 400 evaluaciones se excluyeron 11
pacientes (ocho por no presentar resultados completos
y tres porque no evidenciaron crecimiento durante el
cultivo cromosémico). La recoleccién de datos (carac-
teristicas clinicas, edad, ndmero de hijos, abortos y
alteraciones citogenéticas) se realizd por presentacion
tabular desde el libro de reporte de casos y desde el
sistema de almacenamiento de datos de Leica
Geosystem (Wetzlar, Germany) para Windows
(Redmond, U.S.A.), respetando las consideraciones
bioéticas establecidas previamente. El andlisis se divi-
dié en tres etapas: 1) seleccion de pacientes con alte-
raciones citogenéticas, con reporte de abortos y
pacientes sin hijos; 2) codificacion y tabulacion en la
matriz de datos; y 3) andlisis. Se realizé el analisis de
normalidad de muestras con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov; luego se utilizaron la correlaciéon de Spearman
y la prueba t de Student para muestras relacionadas
para la evaluacion de correlaciones y diferencias entre
variables, respectivamente, considerando un nivel de
significacion de 0,05 (o = 0,05) y un intervalo de con-
fianza del 95%. Todos los andlisis de datos se realiza-
ron en el analizador estadistico IBM SPSS (Armonk,
U.S.A.) v21.0 para Windows.

Se incluyeron 389 pacientes con resultado cito-
genético viable (231 mujeres, 59,38%) y con un

Edad
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30 +

20 -

Varones Mujeres

Edades de los pacientes con diagnéstico de
infertilidad incluidos en la evaluacion citogenética
(varones, media 36 + 5 afios; mujeres, media 31 £ 5 afios).

Caracteristicas demogréaficas de los pacientes
incluidos en el estudio (n = 389)

Sexo 158 40,62
Varén 231 59,38
Mujer

Grupo de edad (afios) 181 46,53
<30 144 37,02
31-40 64 16,45
41-60

Hijos 66 16,97
Si 165 42,42
No

Abortos 169 43,44
Si 220 56,56
No

Estado civil 50 12,85
Pareja 289 74,29
Unitario

Procedencia 210 53,98
Lima 179 46,02
Provincias

promedio de edad de 32,9 = 14,2 afos (rango:
18-60 anos). El promedio de edad de las mujeres
fue de 29,7 + 8,7 afos ( ). La proporcién de
pacientes con hijos fue del 16,97% (66 pacientes) y
el promedio del numero de hijos fue de 2,3 + 1 (<
5 hijos). El 43,44% (169 pacientes) tuvieron reportes
de abortos (promedio: 2,25; rango: 1-7). Las carac-
teristicas clinicas y demograficas se muestran en la



J. Moya-Salazar et al.:

Isocromosoma
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12%

Heterocromatina
constitutiva
44%

S. Klinifelter
12%

Translocaciones
24%

Proporcion de pacientes con diagndstico de
infertilidad y alteraciones citogenéticas (n = 25).

Del total, 25 (6,43%) presentaron alteraciones cro-
mosomicas: 11 (44%) pacientes con heterocromatinas
constitutivas, 6 (24%) pacientes con translocaciones
reciprocas y 8 (32%) pacientes con otro tipo de altera-
ciones cromosomicas ( ). Los cromosomas mas
involucrados en las alteraciones en nuestro estudio
fueron el 9 (16%) y el 7 (12%). Las alteraciones citoge-
néticas mas frecuentes fueron 16gh+ y 9gh+, ambas
con un 16%.

El promedio de edad de los pacientes con alteracio-
nes citogenéticas fue de 33,2 + 2 afos (rango: 18-56),
y fueron 17 varones (68%) y 8 mujeres (32%). Nueve
(36%) pacientes con alteraciéon cromos6mica presen-
taron > 1 aborto; de estos, 7 (28%) casos estuvieron
ligados a heterocromatina constitutiva de los cromoso-
mas 9, 16 y 1 ( ). Solo uno de los pacientes
[45,XX,1(13;14)(q10;q10)] con hijos presenté cuatro
abortos posteriores. Ninguno de los pacientes con alte-
raciones sexuales reportd abortos previos ni hijos, y
todos tenian < 35 afios ( ).

No se encontré diferencia significativa en cuanto a
la edad de los pacientes sanos y con alteraciones cito-
genéticas (p = 0,323). Se determind una correlacion
significativa entre el numero de abortos y las alteracio-
nes citogenéticas (rho = 0,655; p < 0,0001).

Este estudio fue desarrollado con pacientes urbico-
las en Lima, Peru, y demuestra por primera vez que
las alteraciones citogenéticas representan un impor-
tante porcentaje de las causas de infertilidad en varo-
nes y mujeres, relacionandose con las tasas de abortos
previos.

Epitome de resultados de alteraciones
cromosomicas en pacientes con diagndstico de
infertilidad (n = 25)

47, XXY 33

46, XX, i (X)(q10:q10) 37

46, XX, t (7;17)(p12:q13) 29 1

46, XY,16gh+** 39 2
45, X0 18

46, XX, t (7;17)(p12;q13) 29

46, XX, t (7;17)(p12;913) 56

46, XX, 9gh+ 22

46, XX,1gh+ 35 1

46, XY, t (14;21)* 43 1

46, XX,16gh+ 39

47, XXY 35

45, X0 19

46, XX,16gh+ 35

46, XY,9gh+** 33 3
45, X0 35

46, XY,9gh-** 38 2
46, XX,16gh+ 28 1
46, XX,1gh+ 24 3
46, XX,1gh+ 37 1
mos46, XY/46, XY, inv (9)(p11q13)** 31 2
47, XXY 34

45, XX, t (13;14)(q10;q10) 39 1 4
45, XX, t (13;14)(q10;q10) 33

46, XX,9gh+ 30 2

*Pareja con tres abortos (46, XX).
**Proporcion de abortos reportado en sus cényuges.

La edad tiene un papel importante en la tasa de
abortos espontaneos y, por consiguiente, en la fertili-
dad y la concepcién del embarazo. En nuestro estudio,
los pacientes edad fértil tuvieron un promedio de edad
de 32,9 afos, en concordancia con la tasa de natalidad
en los paises industrializados'’. Hoy en dia, en esta era
posmoderna en la que prima la autorrealizaciéon feme-
nina antes que la concepcion de hijos y el estableci-
miento familiar (aproximadamente > 35 afnos), surgen
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Paciente con diagnostico presuntivo de
infertilidad con cariotipo 47, XXY. A: metafase celular con
bandeo GTG. B: cariotipo.

problemas en la vida sexual marital dado el riesgo de
hijos con sindromes genéticos, complicaciones durante
el embarazo, la progresiva disminuciéon de la tasa
fecundativa y el caracter infértil que ocasiona conflictos
de gran extension. Se ha reportado que los embarazos
en mujeres = 35 afios tienen un alto riesgo de finalizar
en abortos durante el primer trimestre (sobre todo si la
edad del padre es > 40 afios); estos abortos estan
vinculados en el 99% de los casos con alteraciones
citogenéticas'®“". La edad de embarazo se relaciona
también con las alteraciones citogenéticas para el
recién nacido y los problemas que pueda desarrollar”'.
Si bien nuestros resultados no han demostrado un
vinculo entre la edad de los progenitores y las altera-
ciones citogenéticas, es importante que se realicen
estudios de asociacién y de riesgo para comprender
mejor este fendmeno.

Los trastornos genéticos, como las alteraciones cito-
genéticas, son causas habituales de abortos en las
diferentes fases del embarazo. Con relacion a los abor-
tos espontaneos, se ha reportado que entre el 2,2% y

el 4% de las parejas han tenido dos 0 mas episodios,
con un papel clave de las alteraciones citogenéticas
en este hecho”*’. Los resultados de Teles et al."”,
Rolnik et al.”*, Zhang et al.”, Nagaishi et al.*",
Stephenson et al.”° y Be et al.”” mostraron que el 48%,
el 55,4%, el 61%, el 56,5%, el 46% y el 63,7% de las
mujeres embarazadas con anormalidades cromosomi-
cas presentaron abortos espontaneos, respectiva-
mente. Si bien observamos que 169 pacientes (43,4%)
presentaron abortos previos, solo un 6,4% tenian alte-
raciones citogenéticas, lo que difiere considerable-
mente de los estudios sefalados, sobre todo por las
diferencias en las muestras clinicas evaluadas (cultivos
de tejido frente a cultivos de sangre periférica) y por la
diferencia en la proporcién de alteraciones citogenéti-
cas de novo en los embriones, y en sus restos corio-
nicos y tisulares. Sin duda, deben considerarse otras
posibles causas de infertilidad en estos pacientes, en
especial en los que no tienen reportes previos de abor-
tos (220 pacientes, 56,6%).

Los casos de alteraciones citogenéticas relaciona-
das con abortos espontaneos, principalmente en el
primer trimestre de gestacion, y con infertilidad fluctdan
en un rango del 40% al 76%~°. Sin embargo, nosotros
reportamos una proporcion de un 6,4% de pacientes
con diagndstico de infertilidad que presentaron al
menos una alteracidén cromosomica ( ). La baja
tasa de pacientes con resultados de alteraciones cito-
genéticas en cultivos de tejidos puede deberse a fallas
en el andlisis (foma de muestra, cultivo, lectura e
informe de cariotipo), representando el error precli-
nico > 40% de los errores dependiendo de la técnica
usada“’“". Por el contrario, para el cultivo de linfocitos
de sangre periférica podemos referir que se eliminaron
los pacientes sin crecimiento celular en el cultivo, se
excluyeron las muestras con poca tasa de metafases
abiertas para lectura y se consideraron como muestras
adecuadas las que tuvieron > 15 metafases completas,
por lo que inferimos que la baja proporcion de pacien-
tes con alteraciones citogenéticas rige estrictamente la
etiopatogenia de la enfermedad.

No reportamos pacientes con diagndstico de infertilidad
con trisomias libres o mixtas, como usualmente se ha
descrito . Hallamos una baja tasa de pacientes con
alteraciones numéricas (24%), afectando principalmente a
los cromosomas sexuales ( ), que no concuerda con
otros estudios previos . Nuestra proporcién de
pacientes con translocaciones reciprocas (24%) coincide
solo con un estudio desarrollado en India (24,7%) compa-
rando nuestros hallazgos con las alteraciones citogenéti-
cas reportadas a partir de tejidos de pacientes™”.
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También estudios anteriores han sefalado la
importante relacién del cromosoma 16 con los abortos
espontaneos y el grado de infertilidad de las parejas,
en especial si presenta una alteracién numérica.
Nuestros hallazgos mostraron un 16% de alteraciones
en el cromosoma 16 a nivel de la heterocromatina
constitutiva. Desde el punto de vista clinico, y desde
el laboratorio de citogenética convencional, las varian-
tes heterocromaticas no son consideradas como alte-
raciones cromosomicas que impliquen un seguimiento,
tratamiento o consejeria genética del paciente. En este
estudio, estos rearreglos estructurales fueron determi-
nados en 11 pacientes con diagndstico de infertilidad
(44%), principalmente los cromosomas 9 y 16; ademas,
cabe sefalar que estas alteraciones estructurales estu-
vieron presentes en el 28% de los pacientes con al
menos un aborto ( ).

Tales alteraciones podrian establecer un nexo entre
la significacion clinica y estos heteromorfismos croma-
ticos, ya que podria tener implicancias epigenéticas
que modifiquen la expresién de genes”'. Consideramos
que los procesos moleculares epigenéticos ligados a
la distribucion y la compactacién cromatica tienen un
gran impacto en los procesos reproductivos fallidos
como parte de la genética patoldgica de esta enferme-
dad“”. Son necesarios futuros estudios que comparen
la frecuencia de alteraciones cromaticas y los cromo-
somas implicados en individuos con y sin infertilidad.

Todas estas variables indicadas tienen una repercu-
sion social y econdmica para cada comunidad en el
mundo entero. La nueva corriente y las opciones de
concepcion asistida, asi como los sistemas que estos
procedimientos inmiscuyen, estan generando impacto
en los sistemas organizativos en todos los estratos
Recomendamos utilizar el andlisis citogenético en
pacientes con diagndstico de infertilidad

Las principales limitaciones de este estudio fueron:
1) no se pudo tener acceso al historial clinico completo
de cada paciente para la evaluacién de otros factores
de riesgos asociados; 2) no se realizaron pruebas de
citogenética y biologia molecular para complementar
el diagnostico convencional, como actualmente se
recomienda'’; y 3) todos los resultados citogenéticos
con mosaicismos (autosémicos y sexuales) no se con-
firmaron con cultivo de fibroblastos citogenético u otras
pruebas confirmatorias. Pese a estas limitaciones, este
estudio es muy importante dado el limitado reporte de
pacientes con diagndstico de infertilidad y alteraciones
citogenéticas en el Peru y en la region.

Existe una moderada frecuencia de alteraciones cito-
genéticas en pacientes peruanos con diagnostico de
infertilidad, entre los que las alteraciones de la hetero-
cromatina constitutiva de los cromosomas 9 y 16 fue-
ron las mas frecuentes, seguidas de translocaciones
libres y alteraciones sexuales numéricas. Ademas, se
hallé una correlacion significativa entre el numero de
abortos y las alteraciones citogenéticas, por lo que es
recomendable el estudio genético en la poblacién
infértil.

Las técnicas basadas en biologia molecular podran
esclarecer en el futuro los procesos relacionados con
la infertilidad humana, sobre todo en lo que respecta a
aquellos que rigen la heterocromatina, las variantes
inmunitarias, los componentes genéticos hereditarios y
el microambiente implantacional, entre otros. Continuar
con la deteccién de estas alteraciones cromosdmicas
permitira tener una vision global en el entendimiento de
los procesos fisiologicos y para el manejo genético de
los pacientes con diagndstico de infertilidad, en vias
de mejorar su salud sexual reproductiva.

Agradecemos a Maria Jesus Moya-Salazar el soporte
en la tabulacion y la codificacién de los datos; a Ronald
Torres-Martinez el soporte estadistico y metodoldgico
de la investigacion; y a todo el equipo del Departamento
de Patologia del Hospital Nacional Docente Madre
Nifio San Bartolomé por las facilidades brindadas.
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