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RESUMEN

La meiosis es el proceso de divisidbn que se realiza en las células germinales, partiendo de una célula
diploide para obtener células haploides. La formacién de estas células permite después de la fecundacion

mantener la diploidia en la siguiente generacién y crear variabilidad entre los individuos.

La divisiébn meidtica a través de su peculiar profase 1, promueve el intercambio de material genético entre
los cromosomas homélogos que se manifiesta con la formacidn de quiasmas. Estos junto con la
cohesitn establecida a nivel del centrémero entre las cromatidas hermanas mantienen a los bivalentes
unidos y aseguran su alineamiento cofrecto en la placa ecuatorial, permitiendo una distribucién
reduccional equitativa del material genético entre las 2 ceélulas hijas. El punto de control de paquitene,
aunado a los puntos presentes en las transiciones metafase-anafase, evita una segregaciéon incorrecta

permitiendo la culminacion exitosa de la meiosis.

Los errores en la segregacion cromosomica durante la meiosis, genéricamente referidos como no-
disyuncion,. originan gametos aneuploides. Se ha establecido una correlacidon entre la presencia de
cromosomas aquiasmaticos y la frecuencia de no-disyunciédn. El efecto de edad materna en la incidencia
de no-disyuncion ha sido documentado; sin embargo, un efecto de la edad paterna en la produccion de
gametos aneuploides es aun controversial y sélo ha sido demostrado para el par XY. El estudio de los
cromosomas meiéticos en el estadio de diacinesis permite observar el apareamiento de los cromosomas
sexuales y la formacion del quiasma obligado en la region pseudoautosdmica que conlleva a una

segregacion correcta.

En el presente trabajo se estudio el comportamiento meidtico de los cromosomas sexuales en tres
individuos fértiles de 70 a 86 aflos a quienes se les realizé una orquidectomia profilactica. Las células
meidticas del testiculo se obtuvieron por el método de secado al aire, se tiflieron con Giemsa y se
tocalizaron los diferentes estadios de la meiosis. En un caso, se realizé el analisis en preparaciones

hibridadas con una sonda para pintado total del cromosoma Y. Ademas en las preparaciones teflidas con
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Giemsa, se observaron 100 diacinesis-metafases | de cada individuo para evaluar la presencia de

' cromosomas univalentes con especial atencién en los cromosomas sexuales.

El andlisis de la meiosis masculina reveld que la cromatina del cromosoma Y se encontraba condensada
durante los estadios meidticos, a excepcion de zigotene, en el cual, se lleva a cabo el apareamiento y la
recombinacién de los cromosomas XY. A diferencia de las células germinales, la cromatina Y en las
células de Sertoli mostraron un patrén inverso de condensacion y decondensacion; esto es, cuando en
las células germinales en zigotene la cromatina del cromosoma Y estaba decondensada, en las células
de Sertoli se encontraba condensada y viceversa, lo que sugirié un control de las células de Sertoli sobre

tos meiocitos.

Al observar el apareamiento XpYp en diacinesis se encontré una asociacion entre Xp-Yp en 86-96% de
las células, la asociacion en ambas regiones Xp-Yp/Xq-Yq sélo se encontré en 0-3% y la separacion
entre XY, ausencia de quiasma, estuvo presente en 4—14% de las células. Para los autosomas la
presencia de univalentes; generalmente del grupo G, se observd en 3-11% de las diacinesis. Estos
datos sugieren que la separacion de los bivalentes formados por los cromosomas sexuales ocurre con
mayor frecuencia que entre los pares de autosomas, seguida por la de los cromosomas del grupo G, que
por su reducido tamafic presentan sélo un quiasma al igual que los cromosomas XY. Esto coincide con

o reportado en la literatura.




1 ANTECEDENTES
11 MEIOSIS

) El elemento central de la reproduccién sexual es la meiosis, el programa de division celular especializado
a partir del cual los organismos diploides pueden reducir su numero cromosdmico a la mitad generando
células haploides. El objetivo principal de la meiosis es mantener la diploidia atun después de la fusion de
dos gametos para proporcionar variabilidad a la siguiente generacion asegurando asi la continuidad de 1a

especie (Alberts y cols, 1996).

La meiosis es un tipo especial de division celutar que da origen a los gametos o células sexuales a partir
de las células germinales. Una célula germinal premeidtica tiene 2 copias de cada uno de los
cromosomas (2n), uno es de origen materno y el otro de origen paterno; estos cromosomas reciben el
nombre de cromosomas homodlogos (Alberts y cols, 1996). La segregacién de los cromosomas
homdlogos patermo y matermno proporcionan las bases fisicas de la segregacion mendeliana de los alelos
en cada locus y aseguran la distribucién independiente de los alelos localizados en /oci en cromosomas
diferentes. En organismos en los cuales la informacién genética esta contenida en multiples cromosomas,
el reparto al azar de los homdlogos genera por sl mismo una gran variabilidad genética (Miller y Therman,

2001).

E! nimero cromosdtmico se reduce durante la meiosis debido a que el DNA se replica una sola vez
seguido por dos segregaciones cromosomicas. La segunda division de la meiosis, division ecuacional, se
parece a la mitosis en donde las croméatidas hermanas se separan. Sin embargo, la primera division,
etapa reduccional, es Unica. La segregacién cromosdmica reduccional en la meiosis |, difiere
significativamente de la mitosis y de la meiosis Il en varios eventos. Primero:; ias cromatidas hermanas
permanecen asociadas unas a otras. Segundo, Ia_!s dos unidades de cada par cromosémico, los
cromosomas homologos, se comportan de manera coordinada de forma tal que cada cromosoma

homdlogo se mueve hacia uno de los polos de la célula a través del huso  (Figura 1) (Roeder, 1997).
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Figura 1. Divisién celular meittica que parte de una célula diploide para generar células
haploides (Tomada de Miller y Therman, 2001).



L.a meiosis puede ocurrir en una gran variedad de condiciones fisioldgicas, pero en casi todos los casos
una correcta segregacion en la primera division meistica depende de los eventos de recombinacién entre
las moléculas de DNA de los cromosomas homdlogos que resultan en entrecruzamientos. EIl
entrecruzamiento a nivel de DNA requiere de la colaboracion de la cohesién entre las cromatidas
hermanas para formar las conexiones temporales, los quiasmas, entre los cromosomas homodlogos que
les permitan orientarse hacia los polos opuestos del huso en la meiosis | (Villenueve y Hillers, 2001).
Asi, la recombinacion meidtica constituye la esencia del sexo al asegurar el reparto cromosémico para

mantener la diploidia a través de originar células haploides (Dresser, 2000).

La coordinacién en el comportamiento cromosémico depende de un proceso complejo y de estructuras
elaboradas que mantienen juntos a los homdlogos desde la primera profase meidtica hasta la transicion
metafase I- anafase |. En la mayoria de los organismos el proceso incluye: el alineamiento de los
cromosomas homologos, el inicio de la recombinacion genética a partir de ia produccion de rupturas de
doble cadena (double strand break, DSB), el ensamblado del complejo sinaptonémico (CS), la resolucion
de los intermediarios de recombinacién para producir entrecruzamientos y la formacién de los quiasmas.
Estos eventos ocurren durante una prolongada profase que es subdividida en una serie de estadios con
base a los cambios observados en la morfologia y el comportamiento cromosdmicos (Tabla 1) (Roeder,

1997).

La recombinacién genética ocurre con una frecuencia mucho mayor durante la meiosis que la encontrada
en las células vegetativas o en el crecimiento somatico. Esta elevacion es esencial para asegurar que
cada par de cromosomas homdélogos presentaran al menos un entrecruzamiento en cada meiosis que

conduzca a la formacion de un quiasma (Alberts y cols, 1996).

En I1a mayoria de los organismos pluricelulares, las células- germinales se dividen sucesivamente por
mitosis, antes de comprometerse a entrar en la fase terminal de divisién meiotica. La fase S premeiética
es generalmente dos veces mas larga que la fase S mitética. Una vez que los meiocitos han completado

la replicacién de su material genético inician los eventos caracteristicos de la primera profase meiética
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(Roeder, 1997). Por ser esta la etapa mas relevante de la meiosis, al constituir el intervalo mas

complejo, prolongado (puede ocupar hasta el 90% o mas de la meiosis) y genéticamente significativo,

cada uno de sus elementos caracteristicos seran analizados en detalle.

Tabla 1. Eventos de la primera profase meiética (Roeder, 1997).

MORFOLOGIA
ESTADIO CROMOSOMICA Y FORMACION DEL REPARACION DSB EVIDENCIAS DE LA
MORFOGENESIS DEL CS BOUQUET RECOMBINACION
Leptotene Aparecen elementos Inicia Aparecen DSB Nodulos
axiales tempranos
Zigotene Inicia la sinapsis Agrupamiento de | Desaparecen DSB Nédutos
telobmeros tempranos
Paquitene Complejo sinaptonémico | Dispersion de Intermediarios de Nodulos tardios
tripartita telébmeros Holliday dobles
Diplotene Desensamblado del CS, Recombinantes Quiasmas
cromosomas
condensados
Diacinesis | Maxima  condensacion Terminalizacion
cromosomica de quiasmas




L1 .1 LEPTOTENE: APAREAMIENTO HOMOLOGO Y FORMACION DE BOUQUET

E! paso inicial en el primer estadio de 1a profase meittica es la busqueda de homologia © apareamiento
homodlogo (AH), pero a pesar de que se ha realizado una investigacién intensiva para conocer los
mecanismos que llevan a éste, ain no ha surgido una descripcion clara. Esto es probablemente
atribuido, at hecho de que las células emplean diferentes estrategias para efectuar el apareamiento y a

que existen variantes en cada una de ellas (Roeder, 1997).

Weiner y Kleckner (1994) han sugerido que en la interfase premeiética, los cromosomas ya presentan un
apareamiento establecido por uniones paranémicas inestables entre el DNA duplex intacto. Este
apareamiento premeidtico se pierde al iniciar la replicacién, pero se plantea que puede servir para
fortalecer la interacci6n global de los cromosomas homélogos trazando un dominio topoldgico favorable,
facilitando el reestablecimiento del apareamiento al iniciar la meiosis. Sin embargo, este pre-
apareamiento so6lo se ha observado en las levaduras y no esta presente en las células del maiz, ratén

y humano (Scherthan y cols, 1996).

Los términos apareamiento y sinapsis generaimente se confunden, por lo que es necesario definirlos. Ei
apareamiento se refiere al alineamiento o yuxtaposicion de los cromosomas homoélogos a cierta distancia,
mientras que la sinapsis es la [ntima asociacién de los cromosomas homélogos en el contexto de una
estructura proteica denominada complejo sinaptonémico (Roeder, 1997). En la mayoria de los
organismos, los cromosomas homaélogos se alinean a todo 1o largo de su longitud previo a la iniciacién de

la sinapsis; en muchos otros, el apareamiento y la sinapsis ocurren segmento a segmento (Haber, 1998).

En diversos organismos se ha observado que el apareamiento no sélo precede a la sinapsis, sino que es
independiente de ella. Las principales evidencias que apoyan esto son:
° Los dos tipos de asociacion presentan diferencias en cuanto a tiempo y distancia: El apareamiento se

realiza en leptotene y los cromosomas se encuentran alineados a una distancia de 4 000 nm. La



sinapsis en cambio, se presenta durante zigotene acompaiada del CS que permite a los

cromosomas un acercamiento a 100 nm (Moens, 1994; Cook, 1997).

En ciertos mutantes meiéticos, puede presentarse apareamiento y faltar la sinapsis. Por ejemplo;

mutaciones en zip7 en levaduras permiten el apareamiento entre los cromosomas, pero no se forma

el CS (Nag y cols, 1995; Roeder, 1997; Lewin, 2000). En organismos triploides o trisdmicos, los tres

homologos se alinean {ado a lado, pero sélo 2 cromosomas se acoplan en sinapsis en cualquier

region (Roeder, 1997; Miller y Therman, 2001).

= EICS puede formarse entre cromosomas no homologos mientras que el apareamiento, por definicién
soélo implica cromosomas homologos (Roeder, 1997).

= Los cromosomas en muchos organismos se alinean a pesar de que subsecuentemente el CS no se
forme. Por ejemplo, en las mutantes de hop?1, mer1 y zip1 de levadura los cromosomas se pueden

alinear, pero el CS no puede ser ensamblado (Weiner y Kleckner, 1894; Nag y cols, 1995).

Quizas por la confusién entre el apareamiento y la sinapsis se asumia que el primero precedia a las DSB.
Sin embargo, existen evidencias que indican que fas interacciones entre los homodlogos son
independientes de la recombinacion, ya que, las levaduras mutantes defectuosas en la formacion o
procesamiento de las DSB carecen de un extremo libre de DNA que inicie la busqueda de homologia,
pero a pesar de ello presentan una cantidad significativa de apareamiento meidtico (Weiner y Kleckner,
1994). No se ha confirmado que la recombinacién apoye el apareamiento en Drosophila sp, pero si se ha
demostrado que el apareamiento es importante para la recombinacién, mutaciones que impiden el

apareamiento también impiden la recombinacion (Lewin, 2000).

Relacionado con esto se propuso a fa conversién génica, como un posible mecanismo para la basqueda
de homologia; la invasion de un extremo de DNA de cadena sencilla hacia un DNA dudplex intacto,
estableceria una similitud entre las cadenas de DNA y por ende reconocimiento homdélogo, apareamiento
y sinapsis. Ahora, sin embargo, parece improbable que esto ocurra al menos en las levaduras, ya que,

anatisis fisicos de intermediarios de recombinacion y sus productos indican que la conversion génica y la



recombinacion se flevan a cabo al mismo tiempo y ambas se inician con DSB; por lo que la via de la

conversion génica no puede ser una via especifica de apareamiento (Storlazzi y cols, 1995).

€l apareamiento meibtico temprano puede implicar, al igual que el apareamiento premeiético, la
formacién de uniones paranémicas inestables entre el DNA duplex intacto. Tales asociaciones reversibles
proveerian un mecanismo de ensayo y error para “negociar” los enrollamientos intercromosomicos que
se espera resulten cuando los cromosomas descondensados, serpenteando a través de los nucleos,
inicien el apareamiento en sitios multiples. Las interacciones inestables podrian ser suficientes para
alinear a los cromosomas debido a que los homologos serian mantenidos juntos en multiples sitios a lo
largo de su longitud. Las interacciones entre repeticiones ectopicas serian usualmente desplazadas por
interacciones homoélogas tal como las uniones paranémicas son rotas y reformadas (Kleckner, 1996;

Roeder, 1997).

La busqueda de homologia se da a través de todo el genoma, el cual es capaz de “probar” cada una de

sus secuencias, hasta encontrar la correcta. La habilidad para iniciar tal busqueda no se restringe a un

pequefio numero de sitios por cromosoma, mas bien, los sitios de blUsqueda estan ampliamente

distribuidos entre las secuencias cromosémicas, aunque existe un pequefio numero de sitios

preferenciales, correspondientes a las manchas calientes de recombinacion o hot spots (Hawey y Arbel,

1993; 'Roeder. 1997). Esta afirmacidn se apoya en diversos trabajos entre los que se encuentran:

= Los cromosomas meidticos que han pasado de zigotene a paquitene en individuos heterocigotos
para inversiones y translocaciones balanceadas, presentan asas o figuras tetrarradiales que indican
apareamiento homalogo punto a punto (Miller y Therman, 2001).

= El apareamiento ha sido visualizado en varias especies de plantas por andlisis de microscopia
electronica y tincidn argéntica en nucleos esparcidos. Antes de que se inicie la formacién del CS,
nucleos o aglomerados de cromosomas paralelos parecen estar conectados unos a otros en
multiples sitios a lo largo de cada par cromosdmico (Tomado de Moens, 1994). También en levaduras

se ha observado que los sitios capaces de apareamiento, son numerosos y estan ampliamente
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distribuidos a lo largo de fa longitud de los cromosomas y muchos de estos segmentos pueden

aparear en la profase independientemente de la condensacién y la formacién del CS (Klein, 1994).

Aunque los sitios de apareamiento meiético parecen ser numerosos y estar ampliamente distribuidos;
existen organismos en los cuales sélo sitios particulares de los cromosomas pueden promover
apareamiento homdélogo. En ninguan sistema es mas obvio, que en fos nematodos, como Caenorhabditis
elegans. Estudios de rearreglos cromosémicos en estos organismos han demostrado que cada
cromosoma contiene un sitio Unico que es necesario para promover la recombinacion y la sinapsis a lo
largo de la longitud de los cromosomas. Estos sitios son referidos como una region de reconocimiento
homologo o RRH y se localizan en el extremo de cada cromosoma. En modelos en los cuales la region
RRH se presenta sélo en uno de los dos homdlogos, el apareamiento se da de una manera eficiente. La
explicacion mas probable para la actividad de las RRH es que estas regiones promueven el AH, quizas
actuando como un sitio de anclaje para un complejo proteico que estd implicado en la busqueda de
homologia y que es capaz de moverse a lo largo de los cromosomas. Sin embargo, no puede ser
excluida la posibilidad de que las RRH sirvan para promover recombinacién y/o sinapsis entre los
homélogos una vez que éstos han apareado (Zetka y Rose, 1995). Al igual que en los nematodos, en la
Drosophila sp. el apareamiento se da en ciertas regiones denominadas “sitios de apareamiento”™ (Haber,

1998).

A pesar de lo dicho anteriormente, Sybenga (1999) cuestiona el hecho de que la interaccién DNA-DNA
sea suficiente para buscar homologia. Menciona que a pesar de que existe movimiento cromosdmico en
etapas tempranas de la meiosis para iniciar la busqueda de homologla, es altamente improbable que
. aquellos segmentos cruciales de DNA entren en contacto con su homélogo; sobre todo en organismos
eucariontes con complejos DNA-protelna y grandes nucleos y adn en organismos relativamente simples
como las levaduras. Por lo que sugiere la participacién de intermediarios adicionales al inicio del

apareamiento.
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En organismos como fa Drosophila sp. se propone que el apareamiento es dependiente de elementos
transcripcionales en los cromosomas autosémicos, en los cromosomas sexuales X-Y en los machos y
en el cromosoma 4 en las hembras. Este modelo se basa en el arreglo de elementos de la transcripcion
a lo largo de cada fibra de cromatina. Cada fibra de cromatina en un grupo haploide presenta un arreglo
unico de unidades de transcripciéon a todo su largo. Por lo tanto, un cromosoma 1 materno y un
cromosoma 2 materno tendran un arreglo diferente, pero un cromosoma 2 materno y un cromosoma 2
paterno tendran un arreglo similar, y cada uno estarla unido a un factor de transcripcién especifico para
cada arreglo de cromatina. Sdlo los homodlogos aparearian por presentar un arreglo similar, lo que
permitiria el acceso a proteinas que estén relacionadas con el apareamiento. Asi, en {as moscas macho,
el apareamiento en los cromosomas sexuales y en los autosomas, parece implicar arreglos en tandem de

secuencias transcripcionalmente activas (Cook, 1997; Roeder, 1997).

Otros elementos que pueden estar implicados en la biisqueda de homologia son los centrémeros. Estos
durante la anafase mitdtica se mantienen agrupados en un polo (centrémero-centrébmero), con los
telbmeros orientados hacia el polo opuesto del nucleo (teldmero-teldmero); denominandose “Orientacion
Rabl™. Una orientacién Rabl en la interfase premeiética facilitaria las interacciones entre los cromosomas
homélogos durante la busqueda de homologia por tener a los centrémeros en un area nuclear definida.
Esto resultaria en un alineamiento homélogo presinaptico a lo largo de su longitud. Una vez que el
reconocimiento de homologos se completara, las células entrarian en meiosis con un cambio en el
agrupamiento centromérico (orientacién Rabl) a agrupamiento telomérico o bouquet (Weiner y Kleckner,

1994; Scherthan y cols, 1996, Kohli y Hartsuiker, 2001).

El agrupamiento telomérico esta relacionado con un arreglo especial de los cromosomas; en donde los
telébmeros se encuentran unidos directamente a la superficie intema de la envoltura nuclear, agrupados
todos juntos en un sitio definido. Esto es denominado arreglo en bouquet y es una caracteristica universal
de todas las células meidticas, que se presenta en la transicion leptotene-zigotene (Zickler y Kleckner,
1998). Un andlisis estructural revelé que los teldmeros en leptotene temprano no estan unidos a la

envoltura nuclear. Hacia la segunda mitad de leptotene los telomeros comienzan a anclarse con una débil
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o quizéas ninguna polarizacion. En leptotene tardlo migran hacia la configuracién en bouquet, en donde
los teldbmeros se unen hacia los centrosomas, concluyendo su formacién en zigotene. En paquitene
desaparece el bouquet y los teldbmeros se dispersan alrededor de |a envoltura nuclear (Bass y cols,

2000).

La formacién del bouquet al igual que la orientacion Rabl quizas esté implicada en los procesos de
prealineamiento; al proveer una polarizacion y conformacion favorable que ayude a organizar a los
cromosomas antes de la iniciacion de la sinapsis. Scherthan y cols (1996) basandose en que los
cromosomas premeiéticos se organizan en territorios definidos en la mayoria de los organismos (Rabl y
bouquet), sugieren un modelo de apareamiento en el que los teldbmeros y los centrdmeros estarian
localizados en la superficie de estos territorios. El proceso de apareamiento meiético inicia des;)ués de la
replicacion premeittica del DNA por el movimiento de los centromeros a la envoltura nuclear, lo cual
asegura el contacto de cada uno de los territorios cromosémicos a ésta. Los telémeros, inicialmente en la
superficie de los territorios, se mueven hacia la membrana nuclear interna y se unen a ella. Cuando los
telbmeros se han unido a la envoltura nuclear, los territorios cromosdmicos se elongan y delgados
cordones con los centrémeros de 1os cromosomas se alejan de la envoltura nuclear. Subsecuentemente,
los movimientos telomericos hacia el sitio de agrupamiento producen numerosos encuentros entre los
cromosomas ahora elongados, lo cual contribuye a la basqueda de un sitio de apareamiento expuesto. La
convergencia de los extremos cromosomicos incrementaria la eficacia de 1a buisqueda de homologia y

conduciria al prealineamiento de los homoldgos doblados.

El movimiento de los centrémeros y los teldmeros quiza se lleve a cabo por las interacciones de los
dominios cromosémicos con los componentes de la matriz nuclear. Ademas, dos observaciones sugieren
que los movimientos teloméricos son mediados por los microtibulos citoplasmicos: Primero, la base del
bouquet se encuentré yuxtapuesta con el centro organizador de microtubulos y segunda, los agentes que
desestabilizan a los microtubulos interfieren con el movimiento telomérico y el apareamiento homologo

(Scherthan y cols, 1996; Roeder, 1997).
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: ,Una evidencia adicional para el movimiento cromosdmico mediado por los teldmeros esta dada por
esmdios én Schizosaccharomyces pompe, que presenta un nucleo elongado denominado cola de
- caballo, originado por un movimiento oscilatorio conspicuo en la primera profase meidtica. Durante este
movimiento, los teldmeros permanecen agrupados cercanos al cuerpo polar del huso. El arreglo de los
microtibulos emana del cuerpo polar del huso hacia ambos extremos de la célula; coordinando el
acortamiento y el alargamiento de los 2 arreglos de microtubulos que jalan y/o empujan el nticleo hacia

atras y hacia adelante (Hiracka, 2000).

Los teldbmeros también tienen una funcidén en el AH en Saccharomyces cerevisiae. Estudios recientes
sugieren que la interaccion entre cromosomas homdlogos dispara un punto de control que previene la
divisién meidtica nuclear hasta que todos los cromosomas estén apareados. Un cromosoma circular y su
homélogo lineal son incapaces de activar este punto de control, demostrando que un reconocimiento
homologo eficiente requiere que ambos cromosomas tengan extremos libres. La proteina Tam1/Ndj1 en
S. cerevisiae es una proteina especlfica de meiosis que quizas sea importante en los primeros pasos del
apareamiento cromosémico, promoviendo la union de los extremos cromosémicos a !a membrana

nuclear o favoreciendo su subsecuente agrupamiento (Chua y Roeder 1997; Roeder, 1997).

En las levaduras S. cerevisiae que presentan Ndj1p silvestre la topologlia premei6tica (orientacion Rab/)
no se ve afectada, sin embargo, en las levaduras con mutaciones en ndj7 la redistribucién a nivel del
bouquet se altera debido a que el contacto entre los telébmeros y la periferia nuclear se ha perdido.
Trelles-Sticken y cols (2000) mencionan que cuando las cepas con Ndjip silvestre han alcanzado la
busqueda de apareamiento maxima; las mutantes ndj1 presentan un apareamiento reducido. Al prolongar
el tiempo en las mutantes ndj7 se encuentra que hay un retraso en el aparamiento cromosémico y que
este retraso afecta mas severamente las regiones teldmericas de los cromosomas mas pequefios; por lo
que éstos quizas sean mas dependientes de la accion del agrupamiento de los telémeros para la
busqueda de homologia. A pesar de que el aparear'niento se reduce, éste se completa; por lo que se

sugiere que existen otras vias para el apareamiento independientes de los telémeros.
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. Conrad -y cols (1997) demostraron que al perderse totalmente |a proteina Ndj1p se retrasa la formacion

de los elementos axiales del CS y existen niveles altos de segregacion incorrecta. Sin embargo, la
ausencia de Ndj1p no afecta la segregaciéon de anillos cromosdmicos y argumentan que esta proteina no
se requiere para la separacién de los cromosomas per se, sino mas bien, que es esencial para separar
compafieros segregacionales que tienen teldmeros, dentro de esa marana que es el bouquet. Por o que,
parecerfa que la formacion del bouquet no se requiere para el reconocimiento homoélogo y sinapsis per
se, pero sigue siendo vdalida la hipétesis de que facilita las interacciones homdlogas a través del
alineamiento dado por los extremos cromdsomicos. Lo anterior apoya el hecho de que se requiera de
Ndjip para una localizacién de los teldmeros en la periferia nuclear en el estado de bouquet. Asi al
perderse o retrasarse la formaciéon del bouquet se afecta el apareamiento cromosémico (Trelles-Sticken

y cols, 2000).

En humanos la protelna TRF1 se asocia con los teldbmeros y es homéloga a las proteinas de levaduras

necesarias para el agrupamiento de los teldmeros y para la recombinacion, lo cual sugiere que tenga una

funcién similar (Tomado de Miller y Therman, 2001).

" Dentro de las posibles funciones del apareamiento homélogo se encuentran las siguientes:

ca il Loéisitios de intercambio genético deben ser los sitios donde el apareamiento ha sido eficaz, primero

manteniendo a los homologos juntos y mas tarde a nivel del DNA; asl en S. ceravisiae, el nimero

: ito(al de sitios de apareamiento por célula meidtica se estimd en aproximadamente 190, namero

. similar al total de eventos de recombinacion; 260. Esta correspondencia y otras consideraciones han

‘ conducido a la hipStesis de que los sitios de apareamiento temprano sirven mas tarde como sitios
para el inicio de la recombinacion (Weiner y Kleckner, 1884; Sybenga, 1999).

= - El apareamiento confiere una reduccidn de la recombinacion ectopica. El proceso de apareamiento

en las levaduras reduce la habilidad de que las secuencias homologas repetitivas dispersas se

encuentren (recombinacion ectdpica); creando una barrera para la recombinacién ectépica, pero no

para la recombinacion alélica. Goldman y Lichten (2000) proponen que la recombinacién ectépica

ocurre durante los estados tempranos de apareamiento de cromosomas homélogo. Cuando las
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asociaciones interhomologas son perdidas o pasajeras; los retrasos o defectos en el apareamiento
y/o la sinapsis crearian un periodo mas largo para que las secuencias repetitivas dispersas se
pudieran encontrar, resultando en un incremento en fa frecuencia de recombinacion ectépica. El
apareamiento entre los cromosomas de las levaduras Saccharomyces carisbergensis y S. cerevisiae
{(cromosomas homeologos - parcialmente homodlogos entre si) presentan un retraso o defecto en el
apareamiento. De igual forma las mutaciones en ndjfp originan un retraso en el inicio del
apareamiento, incrementando asi la interaccion entre secuencias homoélogas repetitivas dispersas en
heter6logos. Esto es valido para S. cerevisiae que presenta un apareamiento ligado a la
recombinacion. Sin embargo, en Drosophila sp, C. elegans y S. pompe que tienen un mecanismo de
alineamiento homélogo independiente de la recombinacién, se observa un porcentaje varias veces
mas bajo de recombinacion ectépica; debido a que la recombinacion se da cuando los homélogos ya

estan apareados. Independientemente de las estrategias para el apareamiento, fa colocalizacién de

los homdlogos, el alineamiento y la sinapsis llevan a cabo una funcién similar en todos los
organismos evitando la recombinacion entre secuencias repetidas dispersas, previniendo rearreglos
deletéreos y sobre todo asegurando una transmision fiel del genoma (Haber, 1998; Goldman y

Lichten, 2000).

Una vez concluida la busqueda de homologla y con esto el alineamiento entre los cromosomas
homélogos, la mayoria de los organismos forman nucleos meidticos que resuitan en la formacién del
CS. De esta forrma los cromosomas homologos que iniciaimente presentaron una débil alineacién se
estabilizan y el apareamiento se completa durante el siguiente estadio meiético; zigotene, en el cual se

lleva a cabo la sinapsis (Walker y Hawiey 2000).




1.1.2' ZIGOTENE: SINAPSIS Y COMPLEJO SINAPTONEMICO

La‘siriapéis se refiere a la intima asociacién entre los cromosomas homologos a través del complejo

Sinaptonémico tripartita o maduro (Roeder, 1997).

El complejo sinaptonémico es uno de los componentes mas conspicuos de las células meidticas y se
encuentra altamente conservado a través de la evolucién en los eucariontes. Esta estructura proteica
escaleriforme se forma de un elemento central y dos barras laterales unidas por filamentos transversos,
estructura tripartita del complejo sinaptonémico maduro. Cada CS esta rodeado por un halo de asas de
cromatina que se encuentran ancladas a los elementos laterales, mientras que poca cantidad de DNA
pasa a través de la regidon central; asl, los elementos laterales son ricos en DNA, mientras que la regién

central es pobre (Figura 2) (Roeder, 1897).

El ensamblado y desensamblado del complejo se correlacionan con los rearreglos en la cromatina, que
incluyen su condensacién, la sinapsis, !a recombinacién y la disyuncién de los cromosomas homdélogos
(Tabla 2). Originalmente se pensaba que el CS establecla las condiciones necesarias para que se diera
1a recombinacion (por aproximar a los cromosomas homélogos); sin embargo, ahora sabemos que ésta
se inicia antes de que se complete el ensamblado del CS, en algunos organismos como las levaduras y
los mamiferos, por 10 cual aparecen nuevas perspectivas que hacen pensar que las funciones del
complejo sinaptonémico son otras (Heyting, 1996; Roeder, 1997, Schmekel, 2000, Mahadevaiah y cols,
2001).

Anteriormente se pensaba que la sinapsis era un evento esencial en la iniciaciéon de la recombinaciéon
meidtica en cualquier organismo. Sin embargo, en S. cerevisiae y otros organismos, incluyendo a los
mamiferos, el inicio de la recombinacion y el apareamiento ocurren en leptotene temprano, a la par o
antes de la sinapsis. Esto se apoya en las siguientes evidencias:

= El evento que inicia la recombinacién meidtica es la formacién de DSB y aparece antes de la

formacion del CS (Kleckner, 1996; Dresser 2000).
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Figura 2. Estructura del complejo sinaptonémico de Neotellia, que mantiene a los cromosomas
homélogos asociados durante la sinapsis (Tomado de Lewin, 2000).




Rupturas de dobles cadenas Moléculas  Moléculas

unidas recombinantes

Eventos
moleculares .
Aparecen Desaparecen Persisten

) ) mmmm——]p-

Tiempo en

minutos [ 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temina Formacion Formacién Disociacion

Eventos N . N

citoldgicos replicacion Elementos Complejo Complejo

: DNA axiales sinaptonémico sinaptonémico

Estados de

e - mmd SEERD> 2um—)
Leptotene Zigotene Paquitene Diplotene

Tabla 2. Ensamblado y desensamblado de! complejo sinaptonémico correlacionado con los arreglos de
la cromatina que incluyen sinapsis y recombinacion durante la primera profase meiética en S ceravisiae
(Lewin, 2000).
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=« Mutaciones en levadura que suprimen la: recombinacion también bloquean la formacién del CS
(Dresser, 2000). ' o

= Mutaciones en levadura que bloquean la sinapsis permiten niveles de recombinacion cercanos a lo
normal (Dresser, 2060)

Por esto, la sinapsls no es esencial para la recombinacion, pero los pasos subsecuentes de la

recombmacién son necesarios para la sinapsis (Walker y Hawley, 2000). La proteina Spo11 se requiere

para la formacion de las DSB y el ensamblado cofrecto del CS en las levaduras. Sin embargo, esta
dependencia’ ﬁd es universal y en algunos organismos como las moscas y los gusanos, la sinapsis
homéloga ocurre en la ausencia de la proteina funcional SPO77 (Denburg y cols, 1998; McKim y cols,

1998; Vmeneuve y Hillers, 2001).

En Drosophila sp. no existe una dependencia entre 1a sinapsis y la recombinacion. McKim y Hayashi-
Haglhéra (1998) estudiaron la relacién entre la sinapsis y el inicio de la recombinacién en Drosophila sp.,
‘a travé‘s> dé’;z mutaciones meil-W68 (homdlogo del gen spo17 de levaduras) y mei-P22 que reducen la

ffeduéhbia de recombinacién meibdtica en mas de 1000 veces y a pesar de esto se observa la formacion

de un CS normal por microscopla electronica. Esto indica que el CS puede formarse a pesar de la

ausenc de ‘eventos de recombinacién detectables.

',Eri_los mamiferos al igual que en las levaduras, las DSB se llevan a cabo antes de que comience la

" sinapsis; por lo que, los mamiferos siguen el paradigma de tas levaduras (Hunter y cols, 2001;

‘Méhadevalah y cols, 2001). Sin embargo, cabe mencionar que hasta ahora no hay respuesta del por

qué las DSB pueden ocurrir antes, después o a la par de !a sinapsis en los diferentes organismos

" (Hassold y cols, 2000).

La sinapsis ocurre preferencialmente entre patrones de secuencias homodlogas. Sin embargo, el CS
puede también formarse entre los elementos axiales de cromosomas o regiones cromosdémicas no
homoélogas. Esto es poco comin y se observa en inversiones y en translocaciones heterocigédticas

formando estructuras en "H" o “X", en la sinapsis en los bivalentes que no presentan homologia y
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" también en cromosomas que al no presentar un par homélogo con el cual aparear se pliegan en si

mismos (Zickler y Kleckner, 1999).

En algunos organismos que presentan rearreglos heterocigéticos, el patrén de sinapsis puede cambiar.
En zigotene y paquitene temprano se presenta CS entre cromosomas no homodlogos. Sin embargo, al
final de paquitene sélo se observa CS entre las secuencias homoélogas gracias a lo que se denomina
“un ajuste sinaptico”. En las inversiones, los cromosomas tienen una longitud similar, sin embargo, en las
alteraciones como deleciones, inserciones y duplicaciones la longitud entre los cromosomas varia. En
ambos casos a la mitad de paquitene existe un periodo de transicién en donde el CS se desestabiliza
dentro o en la cercania de los rearreglos, seguido por la reformacion y alineamiento del CS eliminando la
no-homologia del DNA. En una inversidn en asa, el tamafo del asa disminuye progresivamente sin
ningtin cambio en su posicién dentro del bivalente alineado con su patrén y ajustando su CS. El ajuste
sinaptico no es universal y se pueden presentar posibles casos de no ajuste en los humanos; lo cual crea

rearreglos cromosomicos (Zicker y Kleckner, 1999).

Inicialmente e} CS se observa como pequefias barras proteicas distribuidas a lo largo de! par de
cromosomas homélogos en aquellas regiones en donde se ha establecido homologia. Estas barras se
denominan elementos axiales y representan el alineamiento presinaptico. Posteriormente, estos
elementos axiales son el punto de anclaje para los filamentos transversos. Conforme progresa la sinapsis
entre los cromosomas homologos, esta configuracién proteica se extiende a lo largo de ellos y una vez
que los pares cromosdmicos se encuentran alineados y unidos en el total de su extensién por el CS, este
dltimo adquiere una conformacion en espiral, aumentando asl el grado de condensacién de la tétrada.
Dentro del CS maduro los elementos axiales son referidos como elementos laterales, y estan separados

por una distancia uniforme de aproximadamente 100 nm (Heyting, 1996).

El componente mejor caracterizado de los elementos laterales del CS, es la proteina COR1 en hamsters
y su proteina homoéloga SCP3 (synaptonemal complex protein) en ratas. La proteina meiosis especifica

COR1/SCP3 esta constituida de 250 aminoacidos y en una porcion significativa del extremo carboxilo se
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predice que forma un dominio cola-cola. Se ha demostrado in vitro que interactia con sl misma; por lo
que su region cola-cola es muy importante. En células meiéticas, COR1/SCP3 se localiza en los
elementos axiales desinapsados y en los elementos laterales de los CS maduros; y no se disocia de los
cromosomas cuando el CS se desensambla. De diplotene a metafase |, COR1/SCP3 permanece
asociada con 1los nicleos de cromosomas y aunque el patrén de tincién con anticuerpos antiCor1 llega a
ser progresivamente mas débil y discontinuo se va acumulando en ia regién pericentromérica. En
anafase |, COR1/SCP3 ya no se detecta a lo largo de los nucleos cromosdmicos; sin embargo, la
proteina se disocia del centrémero hasta la anafase {l. Este patrén de localizacién sugiere que
COR1/SCP3 tiene una funcion en la cohesidén y la segregacion cromosdmica (Moens y Spyropoulos,
1995; Roeder, 1997).

En S. cerevisiae l1a protelna meiosis especlfica Red1 esta asociada con elementos axiales desinapsados
y con CS maduros. Red1 se localiza de forma discontinua a lo largo de los cromosomas en paquitene.
Se encuentra estrechamente relacionada con los nucleos de cromosomas meiéticos y se requiere para la
formacion de los elementos axiales-laterales. Se ha hipotetizado que Red1 es la base para la formacién
de los elementos axiales, promoviendo el ensamblado de otras proteinas responsables de la formacion
de los elementos lineales continuos. Se ha sugerido una interaccion directa entre las proteinas Red1 y
Hop1, la cual es también un componente de los cromosomas meiéticos. Redt y Hop1 se localizan en el
mismo sitio y Hop1 requiere de Red1 para su ensamblado a los cromosomas. Ademas, la
sobreproduccién de Red1 suprime ciertas mutantes nulas de hop7. Red1 se disocia de los cromosomas
cuando el CS se desensamba (al mismo tiempo que Zip1), mientras que Hop1 lo hace mas

tempranamente (Smith y Roeder, 1897).

Oftros componentes de los elementos laterales incluyen a una proteina de 170 Kd codificada por el gen
Scp2 en ratas, asi como a la Topoisomerasa Il; que es un componente del armazén proteico de los
cromosomas mitéticos (Heyting, 1996). Sin embargo, estudios realizados en espermatocitos de raton,

con un inhibidor de topoisomerasas; muestran que el CS se mantiene ensamblado, aunque se inhibe la
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condensacion de los cromosomas metafasicos; asi, el CS puede ser ensamblado y desensamblado en

ausencia de actividad de la topoisomerasa |l (Cobb y cols, 1897).

El elemento central del CS se localiza paralelo y equidistante entre los dos elementos laterales,
permitiendo una relacién mas estrecha entre los homologos reduciendo fa distancia de 300 nm a sdlo
100 nm. Esta regién central presenta filamentos transversos espaciados regularmente; los cuales se
localizan de manera perpendicular a lo largo del complejo. Muchos de estos filamentos atraviesan
completamente el CS; de un elemento lateral al otro, mientras que otros terminan en el elemento central

(Roeder, 1897).

Algunos de los genes que codifican para los componentes de los filamentos transversos del CS, los
cuales unen a los 2 elementos laterales se han estudiado en las levaduras y en los mamiferos (Dresser,
2000). Estos incluyen a los genes zip1, 2ip2 y zip3 de S. cerevisiae, cuyos productos forman parte de los
filamentos transversos y en asociacion con moléculas motoras median la sinapsis actuando como un
cierme cromosémico (Roeder, 1997). La protelna Zip3 permite la co-localizacién de focos discretos de la
proteina Zip2 a través de los cromosomas meidticos (Agarwal, 2000). Zip2 se requiere para iniciar la
sinapsis y se encuentra en las primeras conexiones axiales. Esta proteina permite la co-localizacién de la
proteina Zip1 a todo lo largo de los cromosomas meiédticos ya apareados. Cuando Zip2 se ha unido a los
cromosomas requiere a su vez de las proteinas Rad51 y Dmc1; que formaran los nédulos tempranos
(Chua y Roeder, 1998). Las proteinas Rad51 y Dmc1 forrman parte de un complejo multiproteico que
parece estar implicado en la busqueda de homologia y en el establecimiento de la sinapsis y la

recombinacién (Barlow y cols, 1997).

Los homélogos del gen zip7 son el gen Scp? de ratas y los homologos llamados Syn7 en hamsters y
ratones y SYN/ en humanos. Las proteinas codificadas por estos genes contienen entre 875 a 997
aminoacidos y cada una comprende una region central larga con motivos extendidos cola-cola. Las
proteinas forman un homodimero que consiste de un dominio en forma de varilla, flanqueado por

pequefios dominios globulares, analogos a la estructura de 1a miosina y de las proteinas de los filamentos
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intermedios. A pesar de presentar una estructura y posicion similar dentro del CS, Scp1 y Zip1 no
muestran una secuencia de aminoacidos similar. Los genes zip7 y Scp1 se expresan especificamente en
células en profase meidtica (Sym y cots, 1993; Meuwissen y cols, 1997). Las siguientes evidencias

apoyan a Zip1 y SCP1/SYN1 como componentes de los filamentos transversos:

= Estas proteinas se localizan en cromosomas que presentan sinapsis, pero no son detectadas en
elementos axiales que no la presentan (Sym y cals, 1993; Meuwissen y cols, 1997).

= En las mutantes nulas de zip?, los elementos axiales de los homologos que ya han sido apareados
se ensamblan a lo largo de toda su longitud; sin embargo, éstos no presentan sinapsis (Sym y cols,
1993; Nag y cols, 1995).

« lLas mhtaciones que incrementan la longitud del dominio cola-cola de Zip1, producen alteraciones en
el amplifud del CS (Sym y Roeder, 1885). Esto concuerda con la aseveracion hecha por Sym y cols
(1993) en donde la longitud predicha para la proteina Zip1 es de 100 nm, medida que representa el

ancho del complejo sinaptonémico tripartita.

Estos datos sugieren que 2 dimeros de SCP1/SYN1 se localizan cabeza a cabeza, y quizas se
sobrelapen ligeramente, atravesando el CS de un elemento lateral al otro. Asl, el dominio globular, amino

terminal de estas proteinas podria constituir el elemento central del CS (Roeder, 1997).

Se han propuestos varias funciones para el CS. En organismos aquiasmaticos como Bombyx mori se
presenta un CS modificado que no se desensambla en diplotene y mantiene unidos a los dos homdélogos
hasta la separacién de los bivalentes en anafase. Este CS modificado representa una via alternativa en
organismos que no presentan recombinacidn como un medio para segregar adecuadamente
(Rasmussen, 1977). EI CS también puede requerirse para convertir los entrecruzamientos en quiasmas
funcionales, asegurando una correcta segregacion reduccional durante la meiosis I. Finaimente, el CS
puede mediar la interferencia de entrecruzamienté o quiasmatica manteniendo un control en la
frecuencia y la distribucion de los entrecruzamientos (Egel, 1995; Heyting, 1996; Zicker y Kleckner, 1999;
Walker y Hawley, 2000).
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Durante el establecimiento de la sinapsis se ha observado que existen cuerpos electrodensos que se
encuentran asociados con la formacion del CS. Estos cuerpos densos son llamados nédulos y pueden

apreciarse tempranamente, correspondiendo a los complejos proteicos implicados en la busqueda de

homologla o tardlamente (nddulos de recombinacion) representando las enzimas responsables del

intercambio de material genético entre los cromosomas homoélogos (Schmekel, 2000).
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1.1.3 TRANSICION ZIGOTENE-PAQUITENE: NODULOS DE RECOMBINACION

Estudios de microscopla electronica llevados a cabo en células meidticas muestran la presencia de
complejos protelcos asociados a los cromosomas meibticos con los elementos axiales o el CS parcial o
totalmente formado. Estos complejos reciben el nombre de nédulos de recombinacion y se presentan en

dos formas difiriendo en el tiempo de aparicién, numero y distribucién (Plug y cols, 1998; Agarwal, 2000).

Los nodulos meidticos tempranos son generaimente llamados nédulos meidticos y se encuentran
presentes durante leptotene tardio, zigotene y paquitene temprano. En zigotene se encuentran asociados
con los elementos axiales que aun no han apareado o sobre la porcidn de las conexiones fibrosas de
estos mismos elementos que ya se encuentran alineados. Los nddulos tempranos difieren en forma y
tamafio (30-200 nm) y son mas abundantes que los nédulos tardios, y desaparecen de manera gradual

conforme la célula entra a paquitene (Heyting, 1996; Plug y cols, 1998).

Los nddulos tardios, generaimente llamados nédulos de recombinacién, se presentan durante paquitene
y estan situados a intervalos regulares en el CS tripartita en asociacion con la regién central y nunca son
vistos en ausencia del CS. Comparados con los nédulos tempranos éstos son mas escasos y presentan

un tamafo que no rebasa los 100nm (Zickler y Kleckner, 1999; Schmekel, 2000).

Se ha postulado que en la levadura y en los mamiferos dos proteinas; Dmc1 y Rad51 son los
componentes principales de los n6dulos tempranos. Estas protelnas son analogas a las proteinas RecA
de Escherichia coli, que interviene en la busqueda de regiones homélogas e intercambio de cadenas de
DNA. Las proteinas Dmc1 y Rad51 se colocalizan en zonas discretas de los “nacleos™ meidticos y
probablemente marquen los sitios en que se estad realizando el intercambio entre las cadenas. La
proteina Rad51 se requiere para la localizacién de Dmc1 y muchos foci contienen ambas proteinas
(Bishop, 1994).

Los foci de Rad51/Dmc1 aparecen al mismo tiempo que las DSB y éstas son necesarias para el

ensamblado de ambas protelnas. Los foci desaparecen cuando los cromosomas completan la sinapsis.
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En las levaduras silvestres, el nimero promedio de foci (aproximadamente 50) es significativamente
menor que el nimero total de eventos de recombinacién (aproximadamente 260). Esta diferencia quiza
sea debida a la existencia pasajera del complejo Rad51/Dmc1 (Bishop, 1994; Roeder, 1997; Dresser,

2000).

Los homdlogos del gen Rad57 han sido identificados en el pollo, el ratén y el hombre. La proteina Rad51
de eucariontes superiores no siempre se disocia de los cromosomas cuando completan la sinapsis; en
algunos organismos permanece asociada a todo lo largo de los cromosomas en sinapsis; asi Rad51 esta

presente en ejes asinapticos y sindpticos, de zigotene a paquitene (Roeder, 1997; Thacker, 1999).

En estudios con inmunotincién en meiocitos de mamilferos, se han observado foci discretos de RADS51 y
DMC1 en asociacion con los elementos axiales. Los foci son abundantes en profase temprana, en
leptotene y zigotene, pero desaparecen de los elementos laterales a mitad de paquitene. El niumero de
foci excede el predicho para quiasmas funcionales en estos organismos, lo cual es consistente con que
tengan una funcién en la formacion de nodulos  de recombinacion tempranos pero no tardios (Hassold

y cols, 2000).

En espermatocitos de ratén el cambio de asinapsis a sinapsis implica la colocalizacién de otras proteinas
con RADS1, éstas son RPA; una proteina de unién a DNA de cadena sencilla y ATR y ATM las cuales
estan implicadas en detectar dafios en el DNA y prevenir la progresién del ciclo celular hasta que el dafio
sea reparado. Se ha observado que sin la proteina RPA, o alguna otra proteina de unién a cadena
sencilla, RAD51 no puede llevar a cabo el intercambio y por lo tanto ni recombinacién, ni conversién

génica ocurren (Plug y cols, 1998).

Pilug y cols (1998) confirmaron que RADS1, RPA, ATR y ATM son componentes de los nddulos meidticos
y apoyan la suposicién de que un subgrupo de nédulos meidticos puede ser convertido a nédulos de

recombinacién al tener un cambio en la composicion de proteinas.
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En los nédutos de recombinacion tardios la proteina RADS1 comienza a desaparecer a la vez que foci de
MLH1 comienzan a aparecer en la transicion de paquitene medio. La proteina RPA que se encontraba
asociada a RADS51 permanece unida al CS y ahora colocaliza con la proteina MLH1, sugiriendo que al
igual que RADS51; RPA es un componente de los nédulos meidticos tempranos asi como de los nddulos
de recombinacién tardios. Piug y cols (1998) sugirieron que cualquier nédulo meidtico temprano tiene el
potencial de llegar a ser un nddulo de recombinacién siempre y cuando se encuentre asociado con

RADS1 y RPA.

La proteina MLH1 es homdloga a la proteina MutL de E. coli, que participa en el sistema de reparacion de
bases mal apareadas. La proteina MLH1 de mamiferos ha sido correlacionada con los noédulos tardios
por lo siguiente: En los espermatocitos de ratén el nimero y distribucién de foci MHL1 corresponde al
numero y distribucidn de quiasmas reportados. De igual manera, los ratones deficientes en esta proteina
no forman quiasmas y son amestados en la metafase meitdtica |. Esto sugiere, que los nddulos de
recombinacién vistos a lo largo del CS durante la primera mitad de paquitene estan implicados en la
recombinacion reciproca y que MLH1 puede ser considerada un componente de los nodulos de

recombinacion (Baker y cols, 1996; Hassold y cols, 2000).

Otras proteinas que quizad sean componentes de los nddulos de recombinacion son las protelnas de
levadura Msh4 y Msh5 que forman heterodimeros, y son homologas a las proteinas MutS de E. coli.
Estas protelnas son meiosis especificas y han sido identificadas también en ratén, humano y C. elegans.
En la levadura han sido implicadas en pasos intermedios y tardios de a recombinacién, por lo que no se
requieren para la formacién de DSB. Una mutacidn nula de msh4 reduce el entrecruzamiento
(aproximadamente 2 veces) pero no tiene efecto alguno en la conversion génica o en la reparacién de
bases mal apareadas. La proteina Msh4 se localiza en zonas discretas de los cromosomas

predominantemente en paquitene (Zickler y Kleckner, 1999).
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Otras proteinas implicadas en los nédulos tardios son Zip2 y Zip3 que interaccionan con el heterodimero
Msh4 y Msh5. Agarwal y Roeder (2000) proponen que las proteinas Zip2 y Zip3 sirven para acoplar fa

formacién del CS y la recombinacion.

Carpenter (1987) propone que los eventos de conversion mediados por nédulos tempranos son el

resultado de !a bisqueda de homologia durante los estados tempranos de la sinapsis, por lo que, los

nodulos tendrian una funcién en la basqueda de homologia y yuxtaposicién de las regiones homologas,

marcando los sitios de intercambio de cadenas sin estar implicados en eventos de recombinacion.

Algunas evidencias que apoyan esto son:

« E} numero de nédulos tempranos en eucariontes multicelulares es varias veces el nimero observado
de quiasmas (Heyting, 1996)

« Los nodulos se asocian con los elementos axiales y el CS en regiones eucromaticas, pero rara vez
son observados en los elementos asociados a la heterocromatina (Plug y cols, 1998).

= Cuando los elementos axiales homoélogos convergen y divergen en zigotene, los nédulos se
encontran en la convergencia (Plug y cols, 1998).

Los noédulos tardios presentan una correspondencia con el numero y la distribucién de los

entrecruzamientos; por lo que se postula que son los complejos muitienzimaticos que catalizan la

recombinacién y que representan s6lo aquellas cadenas que llevan a cabo el intercambio y que por ende

seran resueltas como entrecruzamientos (Heyting, 1996).

Algunas evidencias que apoyan la funcion de los nddulos de recombinacion como catatizadores del

entrecruzamienta son:

= El namero total de ndodulos es aproximadamente igual al nimero de quiasmas observados
posteriormente en diplotene (Albers y cols, 1996).

= Los nédulos estan distribuidos a 1o largo del complejo sinaptonémico como lo estan los fenémenos de
entrecruzamiento y ocurren predominantemente en regiones eucromaticas y son raros o estan
ausentes en regiones centroméricas y atn mas en regiones de heterocromatina (Albers y cols, 1996;

Zickler y Kleckner, 1999).
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Datos genéticos y citolégicos indican que la presencia de un fenbmeno de entrecruzamiento impide
que ocurra otro fenbmeno de entrecruzamiento en cualquier lugar proximo del cromosoma; de forma
analoga, generalmente los nddulos no se producen muy proximos unos de otros (Alberts y cols,
1996).

Todos los brazos cromosdmicos presentan al menos un nddulo de recombinacién, lo que
corresponde al hecho de que cada bivalente tiene al menos un guiasma obligatorio (Zickler y
Kieckner, 1999).

El CS y el entrecruzamiento estan ausentes en machos de Drosophila sp., sin embargo en las
hembras el CS y el entrecruzamiento se correlacionan con la formacién de los nédulos de

recombinacion (Zickler y Kleckner, 1999).
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1.1.4 RECOMBINACION HOMOLOGA

La recombinacion homéloga involucra un intercambio fisico de segmentos de DNA; es usualmente
representada por una ruptura y una reunién, en la cual dos crométidas no hermanas (cada una formada
por DNA de doble hélice) se han roto y ligado una con otra. Esta reaccion es posible cuando existen
secuencias homoélogas entre las dos moléculas, permitiendo mantener un intercambio preciso a nivel de
pares de bases. El intercambio reciproco crea una conexiéon entre las dos moléculas de DNA de doble
hélice. El par de moléculas conectadas se llama molécula unida (cromosomas homdlogos unidos) y el
punto en el cual las 2 cadenas opuestas de DNA de doble hélice se cruzan, es llamada unién de
recombinacion {(cromatidas hermanas unidas; de origen parental diferente). En los sitios de
recombinacioén, en donde cada DNA de doble hélice tiene una regién formada por una cadena matemay

una paterna se forma un DNA hibrido o también llamado DNA heteroduplex (Lewin, 2000).

Anteriormente se proponian rupturas de cadena sencilla en ambos daplex de DNA para generar un
punto, en el cual ambas cadenas sencillas pudieran desenrollarse y participar asi en el intercambio
genético. Actualmente se conoce que el inicio de 1a recombinacién esta dado por un rompimiento de

doble cadena en una de las moléculas duplex (Haber, 1997).

Cuando la recombinacion involucra moléculas de DNA de doble hélice, la manipulacién topoldgica es
requerida, ya sea, que el DNA de doble hélice deba ser liberado para rotar, o para permitir que su
topologla pueda ser mas facil de manejar. Si imaginamos el rompimiento en una molécula unida y la
visualizamos en un plano, ésta formaria una estructura denominada “Estructura de Holliday", la molécula
unida formada por el intercambio de cadenas debe ser resuelta separando las dos moléculas de doble
hélice, para lo que se requiere un par de rupturas. El resultado de la reaccién depende de las cadenas
donde se realiza el corte; si la ruptura se lleva acabo en el par de cadenas que no fueron cortadas
originalmente (el par de cadenas que no inicio el intercambio), las 4 cadenas originales habran sido
cortadas. La doble hélice del DNA materno o patemno se liga covalentemente a la doble hélice del otro

DNA materno o patemo, via una cadena de DNA heterodiaplex, denominandose recombinacién
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homéloga. Si al contrario las cadenas que originalmente fueron cortadas son cortadas nuevamente (las
otras dos cadenas permanecen intactas), solo va a existir recombinacién en ese pequefio fragmento,
permaneciendo como un parche de recombinacion (molécula heterodiplex), los DNAs parentales

originales permanecen intactos. Este tipo de resolucién se denomina conversion génica (Lewin, 2000).

La recombinacién se inicia por una endonucleasa que rompe la doble cadena de uno de los DNA
duplex parentales, el “receptor”. La ruptura se extiende formando un hueco o gap por ia accién de una
exonucleasa. La(s) exonucleasa(s) generan extremos libres 3° y uno de los extremos 3° migra hacia las
regiones homdlogas del duplex “donador”. La formacién de DNA heterodiplex genera una asa “D", enla
cual una cadena del duplex donador es desplazada. E! asa “D” se extiende por sintesis de reparacion,
usando el extremo 3°como primer o cebador. Eventualmente el asa “D" llega a ser tan grande como el
hueco en la cromatida recipiente y se desplaza al duplex “donador”. Cuando la cadena sencilla llega al
sitio del hueco, la secuencia complementaria de cadena sencilla se alinea. Ahora existe un DNA
heterodaplex flanqueando el hueco, y el hueco en si mismo es representado por el asa “D” de cadena
sencilla. La integridad del duplex de la region donde quedod el hueco se restablece por sintesis de DNA
usando el extremo 3° terminal del lado izquierdo del hueco como primer. Globalmente, el hueco ha sido
reparado por dos vueltas individuales de sintesis de DNA de cadena sencilla. La migracion reciproca
genera un doble entrecruzamiento, el cual debe ser resuelto a través de cortes, obteniéndose como

resultado la recombinacién o la conversidon génica (Lewin, 2000).

El evento primario para iniciar ia recombinacioén meiédtica en S. cerevisiae ha sido identificado como un
rompimiento de doble cadena. La frecuencia global de DBS y su distribucién a través del genoma es
generaimente consistente con la frecuencia y distribucién de eventos de recombinacién meidtica y han
sido observadas en hotspots de recombinacién y en regiones de cromatina donde el DNA es accesible;
por ejemplo sitios nucleasa hipersensible. Los sitios de DSB en varios hotspots fueron examinados a
nivel de resolucién nucleotidica, pero no se encontré que estos rompimientos fueran realizados por
endonucleasas sitio-especificas, es decir, no existe una secuencia especifica para llevar a cabo las DSB

(Haber, 1997).




Uno de los primeros genes meidticos especificos que se requiere para la iniciacion de la recombinacion
meidtica es spo?7 (Keeney y cols, 1997). EI producto de este gen se encuentra directamente
relacionado con la produccién de las DSB, pero no es el (nico gen que al delecionarse o mutarse
produce una falla para inducir el corte. Existen por lo menos otros 10 genes implicados en los eventos
iniciales de la recombinacén: mre2, meri1, mer2, mei4, rec102, rec104, rec114 y rad50, mre11, xrs2;

estos 3 ultimos también estan implicados en mitosis (figura 3) (Haber, 1897).

La proteina Spo11 tiene una secuencia similar a la de la familia de las topoisomerasas I, originalmente
identificada en tas arqueo-bacterias y presumiblemente actia por un mecanismo de trans-esterificacion
tipo topoisomerasa, en el cual Spo11 se une covalentemente al DNA blanco. Se han identificado
homélogos en otros organismos y parecen tener una funcion similar, sugiriendo que este componente de
la via de recombinacién ha sido conservado a través de la evolucion. Spo11 actua como endonucleasa
mediando rompimientos que pueden ser reversibles, originando asi la posibilidad de que las DSB
meidticas puedan ser revertidas en ausencia de un patrén homologo adecuado para poder recombinar.
Esto también ha sugerido que probablemente esté implicada en el apareamiento homoélogo antes de que
se inicie la formaciéon de las DSB8, ya sea, uniendo dos hélices de DNA para que interaccionen o bien
promoviendo interenrollamientos entre los cromosomas homdlogos que han sido colocalizados por otras

protetnas (Haber, 1997; Keeney y cols, 1997).

Las DSB meiosis especificas fueron demostradas inicialmente en S. cerevisiae, sin embargo se han
identificado homoélogos de Spo11 desde las arqueobacterias (subunidad catalitica de la DNA
topoisomerasa TopoVl) hasta los eucariones que incluyen a S. cerevisiae, S. pompe, C. elegans, D.
melanogaster y Mus musculus. En estos organismos Spo11 se requiere para la recombinacion meidtica,
sugiriendo un mecanismo conservado en los pasos iniciales de este proceso (Metzler-Guillemain y
Massy, 2000). Poco es conocido acerca de su funcion en mamiferos, pero estudios de expresiéon indican

que se encuentra en las gonadas y se expresa cuando se forman las DSB; sugiriendo que en los
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Figura 3. Modelo de recombinacion genética mediado por el rompimiento de doble cadena en
levaduras. Las proteinas que participan en meiosis y en reparacidon mitética se encuentran
subrayadas (Modificado de Heemst y Heyting, 2000, Villanueve y Hillers, 2001).
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mamiferos al igual que en otros organismos SPO11 es responsable de la formacién de las DSB (Hassold

y cols, 2000).

Recientemente se demostré que la recombinacién se inicia por SPO11 al formar las DSB en el raton.
Este evento ocurre en leptotene temprano, simultdneamente con la unién de los primeros componentes
de los elementos axiales, previo a la sinapsis. Este hecho confirma que los mamiferos siguen la misma
secuencia de eventos que la levadura, donde la sinapsis requiere o es dependiente de la recombinacion

(Mahadevaiah y cols, 2001; Hunter y cols, 2001).

Poco se sabe acerca de las proteinas que actuan después de Spo11. EL complejo formado por las
proteinas Rad50, Mre11 y Xrs2 parece intervenir en la formacion y procesamiento de las DSB en las
levaduras. Este complejo es necesario, pero no suficiente para la formacién de las DSB; sin embargo, si
resulta indispensable en su procesamiento. Ademas de este complejo existen otras proteinas
relacionadas con los elementos axiales, como Hop1 y Red1, que al ser deleciohadas reducen la
formacién de las DSB. Por esto es probable que Spo11 actue en el contexto de ambos complejos; los
elementos axiales y el formado por Rad§0, Xrs2 y Mre11 y su ausencia o presencia probablemente

explique porqué algunas regiones promotoras son mucho mas “calientes” que otras (Haber, 1997).

La variante de la histona fosforilada, H2AX, es un marcador caracteristico de la reparacion de las DSB
inducidas por radiacidén en células mitéticas. Esta modificacion pareceria ser la sefal inicial para la
reparacion de DNA. Esta variante de histona se encuentra solo en las DSB pero no se une a las rupturas
de cadena sencilia (Rogakou y cols, 1999). Mahadevaiah y cols (2001) demostraron que esta variante de
histona también se fosforila al momento en que se producen las DSB por SPO11 durante la

espermatogénesis en el raton.

Después del rompimiento de la doble cadena, los extremos de 1a molécula rota deben ser digeridos por
una actividad exonucleotidica §°a 3°. Los genes de levadura rad50 y mre11 tienen homodiogos en E. coli;

sbcC y sbeD respectivamente. Estos homologos actian como endo y exonucleasas en moléculas de
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DNA de doble cadena, sugiriendo que el complejo conteniendo Rad50, Mre11 y Xrs2 puede llevar a cabo
Ia reseccién, ademas del procesamiento de las DSB en levaduras. Esta aseveracion puede ser
confirmada por la observacion de que mutaciones en estos genes conducen a una falla a este nivel,
ademas de que cuando la proteina Rad50 se muta la proteina Spo11 no se remueve de los extremos de
las DSB y por lo tanto se acumulan extremos sin degradar (figura 3) (Haber, 1897; Roeder, 1997; Smith
y Nicolas, 1998).

Estudios recientes en mamiferos sugieren que un complejo de proteinas formado por Rad50 y Mre11
funcionan tempranamente en este proceso. En espermatocitos de ratdn se observé que estas proteinas
tienen una localizacién similar y se presentan en forma abundante durante preleptotene antes de que
cualquier elemento del CS sea detectado. En zigotene temprano disminuyen vy finalmente al inicio y
primera mitad de paquitene desaparecen; por lo que, quiza estén implicadas en la remodelacién o
preparacion de la cromatina y actuen como un complejo pre-recombinacién que facilite la formacién de
tas DSB por SPO11, ademas de intervenir en el procesamiento temprano de las mismas ( Roeder, 1997;

Eijpe y cols, 2000; Mahadevaiah y cols, 2001).

Otro gen que se requiere para la reseccion es com 1/sae2 (Prinz y cols, 1997). Levaduras mutantes nulas
de este gen acumulan DSB con extremos bloqueados. La proteina Com1/Sae2 junto con el complejo
Rad50, Mre11 y Xrs2 podria efectuar la remociéon de la proteina Spo11 unida al extremo 5" y el

subsecuente procesamiento, probablemente auxitiada por otras protelnas (Smith y Nicolas, 1998).

Cuatro genes de levadura, altamente conservados evolutivamente, codifican para homoélogos del gen
recA de bacterias, rad51, rad55, rad57 y dmc1. Mutaciones en estos 4 genes pueden conducir a defectos
en la reparacion de Iaé DSB y estudios bioquimicos sugieren que es la enzima Rad51 la que se une al
DNA de cadena sencilla y cataliza la invasion de los extremos 3’ libres hacia un DNA duplex intacto, La
proteina purificada Rad51 promueve apareamiento e intercambio de cadenas in vitro y forma filamentos

nucleo-proteicos que son similares a aquélios forrnados por RecA. Esta proteina se une a DNA de
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cadena sencilla y a DNA de doble cadena promoviendo el alineamiento de cadenas sencillas
complementarias; esto lo realiza interaccionando con otras proteinas de la siguiente manera: Rads5 y 57
forman un heterodimero que quiza actué como un cofactor que ensambla a Rad51 al DNA de cadena
sencilla. Rad52 interactia con las proteinas de union a DNA de cadena sencilla (RPA) y facilita el anclaje
de Rad51 con el DNA de cadena sencilla que ha perdido su estructura secundaria (Roeder, 1997;

Thacker, 1999).

Las proteinas Hop1 y Red 1 ademas de estar implicadas en la formacién del CS estan presentes en el
proceso de recombinacion al nivel de {a invasién de las cadenas. Se ha observado que mutaciones en
estos genes reducen la formacion y la frecuencia de moléculas unidas entre los cromosomas homaologos,
pero no entre las cromatidas hermanas; sugiriendoe que pueden ser requeridas para escoger vias
especlificas de reparacién entre los cromosomas homdélogos, eliminando aquéllas realizadas entre las
cromatidas hermanas, como sucede en mitosis (Heyting, 1996; Schwacha y Kleckner, 1997; Dresser,
2000). Un entrecruzamiento no interhomologo, crearia una mala segregacién. Por esto, la meiosis tiene
que asegurar una recombinacién entre homdlogos y no entre cromatidas hermanas de un mismo

cromosoma (Haber, 2000).

En mamiferos como en otros organismos también existen miembros de la familia RecA, como son,
RADS1 y DMC1. Pocos avances se han establecido en cuanto a esclarecer la funcién de RADS51, debido
a que mutaciones en este gen son letales en el ratén. Sin embargo mutaciones en DMC1 arrestan a los
espermatocitos en profase temprana, pues no hay recombinacién, ni sinapsis formando en lugar de 20
bivalentes; 40 univalentes, originando asl individuos estériles (Tomado de Hassold y cols, 2000). La
proteina RADS1 no es exclusiva de meiosis y participa también en la reparacién de las DSB inducidas por
radiacion en células mitdticas. Por el contrario, DMC1 pareceria haberse especializado en promover la

recombinacion interhomoéloga en metosis (Villeneuve y Hillers, 2001)

La proteina meiosis especifica Rdh54/Tid1, homoéloga a RadS54, es una helicasa cuya funciéon es

remodelar la cromatina. Esta protelna se une a Rad51 y a Dmc1 (Shinohara y cols, 1997). La proteina
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Rad54 interactua con la proteina Rad51 en la blsqueda de homologia en el intercambio de cadenas.
Rad51 tiene baja actividad de ATPasa, resultando en una inhabilidad para desviar heterdlogos. Debido a
esto, quiza Rad54 ayude a Rad51 a desviar estos heterélogos en el intercambio de cadenas, pues la
actividad de Rad54 en e! desenrollamiento en la doble cadena de DNA es consistente con esta funcion,
ademas cuando existen cadenas hibridas los niveles de protelna Rad54 aumentan, sugiriendo alguna
contribucién en interacciones entre homoélogos. Esto es una especulacién, ya que, el mecanismo
especifico por el cual la proteina Rad54 asiste a la proteina Rad51 durante la biusqueda de homologia en

el intercambio de cadenas se desconoce (Schmuckli-Maurer y Heyer, 2000).

Rad54 podria estar implicada en 1a seleccién de interacciones homoélogo-homdiego o hermana-hermana,
aunque no forma parte del CS, esta protelna se encuentra también relacionada con la invasion de las
cadenas (Schmuckli-Maurer y Heyer, 2000). Se ha propuesto un modelo sugiriendo la existencia de dos
tipos especificos de DSB en meiosis: a) Una clase dependiente de la proteina Red1 que conduzca sélo a
interacciones interhomoélogas asegurando asi segregacion reduccional en meiosis 1 y b) una via menos
diferenciada, iniciada por una DSB “plcara” que conduce a uniones interhermanas e interhomoélogas. En
este contexto, la proteina Rad54 podria funcionar reparando las DSB llevadas a cabo entre las
cromatidas hermanas, en la via menos diferenciada (Schwacha y Kleckner 1997; Schmuckli-Maurer y

Heyer 2000).

La proteina MLH1 formé parte de un sistema de reparacion de bases mal apareadas (mismatch repair,
MMR). Este sistema fue caracterizado en E. coli identificando 3 proteinas; MutS, MutL y MutH. Este
proceso se ha conservado hasta los eucariontes superiores aumentando su complejidad, ya que, las tres
proteinas requeridas en bacterias han sido remplazadas por multiples protelnas MutS, MutlL y proteinas
adicionales. Ademas de su funcion en la reparacion, el sistema MMR esta implicado en la recombinacién
meidtica. Esto ha sido estudiado en S. cerevisiae en donde se han identificado 6 homoélogos de MutS
{Msh1-6) y 4 homologos de MutL (MIh1-3 y Pms1). M;.xtaciones en estos homologos (excluyendo a Msh1)
causan defectos en la recombinacién meidtica; ya sea, disminuyendo la frecuencia de recombinacion y

con esto incrementando el porcentaje de no-disyuncion, dando origen a machos y hembras estériles,
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(Msh4, MshS5) o incrementando ia segregacion postmeittica, indicando una falla en corregir los ONAs
heteroddplex mal apareados (Msh4, MshS, Msh2, Msh3 y Pms1). En cuanto a Mlh1 se piensa que
interactia con los otros tres homologos de MutL y mutaciones en ese gen reducen la frecuencia de

recombinacién e incrementan la segregacién postmeiética (figura 3) (Tomado de Hassold y cols, 2000).

Baker y cols (1996) demostraron que la proteina MLH1 de raton tiene una funcién importante en la
recombinacién meidtica. La ausencia de esta proteina inhibe la recombinacién y bloquea la meiosis,
dando como resultado cromosomas univalentes causando un arresto en esta etapa del espermatocito.
Usando inmunofiuorescencia demostraron que MLLH1 se encuentra en foci discretos asociados al CS de
espermatocitos y oocitos silvestres durante paquitene y que estos foci estan bien correlacionados con el
numero y distribucién de quiasmas obtenidos en analisis citogenéticos. Asi en el hombre se observd
entre los cromosomas X-Y !a presencia de un solo foco en la regidn distal de sus brazos cortos
correspondiente a la region de apareamiento y recombinacién denominada region pseudoautosémica
(PART1); y que en la mujer los foci no se eliminaban hasta diplotene marcando el lugar en donde los
quiasmas fueron reportados. Otros estudios, demuestran que los focos de la proteina MLH1 en el hombre
tienden hacia una posicion distal, mientras que en la mujer esta posicidn es menos pronunciada. Esto
sugiere que la proteina MLH1 ests implicada en la formacién o procesamiento de los eventos de
recombinacién y que su localizacién marca el nimero y localizacion de los entrecruzamientos que daran

lugar a la formacion de quiasmas (Tomado de Hassold y cols, 2000).

La reparacion de las DSB por recombinacion homéloga puede resultar en productos de entrecruzamiento
o no, sin embargo, sélo los entrecruzamientos aseguran una segregacion correcta en fa meiosis 1. Por o
tanto no es suficiente promover la recombinacidn homologa, sino que también es necesario asegurar
que ésta sea resuelta como un evento de entrecruzamiento. Esta funcion probablemente se llevaa cabo
por el heterodimero formado por Msh4 y Msh5. Este complejo aparentemente no tiene una funcidn en la
reparacién de bases mal apareadas, pero presenta una funcion especializada en la recombinacion
meidtica. El heterodimero Msh4/MshS actia después de la formacion de las DSB promoviendo

especificamente la apariciéon de productos de entrecruzamiento. Por analogia con ias proteinas que



3s

intervienen en el MMR‘ se ha probueé(o que este complejo podria reconocer pequenas distorsiones en la

estructura duplex del DNA Su umén establhzarla el intermediario de recombinacidn o reciutaria factores
adicionales que permitan resolver los eventos de recombinacién como entrecruzamientos mas que como

conversiones génicas (Villeneuve y Hillers, 2001).

El heterodimero Msh4/MshS podria actuar en el inicio de la invasion de las cadenas sencillas
promoviendo la formacién de un intermediario estable, esto podria ocurrir al evitar el desplazamiento de
la cadena invasora o mediante la promocién de la captura del segundo extremo para asegurar la
formacion de un intermediario de Holliday, el cual podria posteriormente ser resuelto como un
entrecruzamiento. Alternativamente su accién podria estar después de la formaciéon del doble

intermediario de Holliday promoviendo su resolucion para dar entrecruzamientos (figura 3) (Villeneuve y

Hillers, 2001).

Solo una minoria de los sitios en donde la recombinacion se inicia se resuelven en un intercambio
reclproco y resultan en la formacién de quiasmas. Los restantes no forman heterodaplex o son resueltos
como eventos de conversién génica (Villeneuve y Hillers, 2001). En la tabla 3 se muestran las protelnas

humanas implicadas en la recombinacidn meibdtica.

Dentro de 1a recombinacion las DSB pueden ser reparadas a través de una de las cromatidas hermanas
o de una secuencia homoioga que puede ser alélica o ectdpica. Como ya se menciond, proteinas como
Hop1, Red1 y RadS54 parecen tener una funcién en la seleccién del patrén entre crormatidas hermanas de

un mismo cromosoma o entre cromosomas homodlogos (Haber, 2000).

Dentro de la seleccién existen algunas secuencias que tienen multiples copias, dispersas a través del
genoma y los entrecruzamientos entre tales sitios no alélicos pueden conducir a rearreglos
cromosomicos. Esta recombinacion ectdpica puedevser restringida por el tamafio de los segmentos
homélogos y por lo disperso de sus secuencias, compitiendo con loci que presentan una mayor

homologia en secuencias no dispersas que han sido previamente apareadas durante leptotene. En



Tabla 3. Proteinas humanas implicadas en la recombinacion mei6tica (Modificado de Miller y

- Therman, 2001; Villenueve y Hillers, 2001; Kohli y Hartsuiker, 2001).

PROTEINA FUNCION

TRF1 Agrupamiento de los teldmeros

SPO11 Endonucleasa, produce DSB

ATM Deteccidn daiio al DNA

ATR Deteccitn dafio al DNA

p53 Deteccion dario al DNA

RADS0 Reparacion de DSB; exonucleasa putativa

RADS1 Apareamiento homdélogo, intercambio de cadenas

RADS2 Unién a DNA de cadena sencilla y a RAD51

BRCA1 Unién a RADS1; reparaciéon de DSB

BRCA2 Unién a RADS51; reparacién de DSB

MRE11 Union a RADSO0; reparacion de DSB; exonucleasa putativa

NBS1 Unién a RADSO; reparacion de DSB

DMC1 Intercambio de cadenas meiosis especifico, unién a Rad51

MLHA1 Reparacion de bases mal apareadas, MMR

MSH4 Reparacién de DNA meiosis especifica, produccion de entrecruzamientos
MSHS Reparacién de DNA meiosis especifica, produccién de entrecruzamientos
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levaduras, el requerimiento minimo de homologia para establecer un entrecruzamiento esta estimado
entre 150 a 250 pb y el porcentaje de entrecruzamiento se incrementa de acuerdo con la longitud de las
secuencias idénticas ininterrumpidas. Ademas se ha observado que en el estado de bouquet, dos
secuencias localizadas equidistantes a sus respectivos centrdmeros tienen una mayor probabilidad de
recombinar que aquéllas que se encuentran a diferentes distancias. Aunado a lo anterior, la
recombinaciéon alélica tiene ventajas contra la ectdpica, ya que al recombinar por primera vez, este
evento de recombinacién brinda al resto una mayor facilidad para hacerlo. Los elementos relacionados
con los puntos de control en {a reparacién del dafio a DNA; Mec1, Rad17 y Rad24 también estan
implicados en escoger los patrones homélogos y las frecuencias de recombinacion, siendo importantes
para asegurar la recombinacién alélica interhomdloga en competencia con la ectépica y con los patrones

entre las cromatidas hermanas de un mismo cromosoma (Haber, 2000 ; Heemst y Heyting, 2000).

Una vez generados los intermediarios de recombinacién entre secuencias alélicas, la resolucion

adecuada de estos permite cumplir con dos funciones especificas:

= Una conexién fisica entre los homodlogos para su adecuada segregacioén. Los cromosomas
homdlogos permanecen apareados en la primera divisién meidtica, ya que, los quiasmas generados
por los entrecruzamientos juegan un papel analogo al del centrébmero en una division mitdtica,
manteniendo a los homdlogos materno y paterno unidos al huso hasta la anafase 1 (Alberts y cols,
1996). Los cromosomas que fallan para formar al menos un entrecruzamiento muestran elevados
porcentajes de no-disyuncion, conduciendo a aneuploidias en los gametos, las cuales pueden

contribuir a la produccién de una progenie anormal o inviable (Smith y Nicolas, 1998).

Un camino para generar diversidad, ya que los cromosomas patermnos y matemos han cambiado o
permutado algunos segmentos de su DNA a través del entrecruzamiento, manifestando este cambio

hasta la siguiente generacion, cuando los genes del cromosoma recombinante son expresados

(Snustad y Simmons, 2000).
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1.1.5 DIPLOTENE: QUIASMAS

El entrecruzamiento derivado del intercambio de segmentos homdlogos entre dos de las cuatro
crométidas, se lleva a cabo durante el estadio de paquitene; sin embargo, el resultado de este proceso no
puede ser visualizado sino hasta el siguiente estadio meittico, diplotene. Los dos cromosomas
homdlogos que forman el bivalente comienzan a repelerse uno de otro por un mecanismo desconocido,

pero permanecen unidos a través de las conexiones establecidas por los quiasmas (Miller y Therman,

2001).

Los quiasmas son entonces el resultado del entrecruzamiento y corresponden al sitio reciproco de
ruptura y reunidn entre las crométidas homoélogas no hermanas. Citolégicamente se observan como

estructuras cruzadas localizadas en los sitios donde los eventos de intercambio han ocurrido (Carpenter,
1994).

Las caracteristicas principales de los quiasmas son:
= Cada uno de los quiasmas implica sélo dos de las cuatro cromatidas. Sin embargo, el resto de las
cromatidas pueden tener entrecruzamientos en diferentes puntos. De esta forma un bivalente tiene
miultiples posibilidades de presentar intercambios (Carpenter, 1994; Snustad y Simmons, 2000).

El evento de intercambio que origina un quiasma funcional ocurre solamente entre las cromatidas
homologas, no entre las cromatidas hermanas. Ademas, si éste intercambio se realizara entre las
cromatidas hermanas, no produciria recombinantes genéticos debido a que son idénticas.
{Carpenter, 1994; Snustad y Simmons, 2000).

Solo los eventos de recombinacidn entre cromatidas homologas que son resueitos como
entrecruzamientos generan quiasmas (Villeneuve y Hillers, 2001).

Los quiasmas se observan cuando e! par de homdlogos se repelen uno a otro manteniéndose en
contacto unicamente en el centrdbmero y en cada uno de los quiasmas. Esta separacién parcial hace
posible contar los quiasmas. Asi el nimero de quiasmas es gruesamente proporcional a la longitud

de los cromosomas (Egel, 1995; Snustad y Simmons, 2000). El conteo de los quiasmas es mas
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exacto durante diplotene que en los estadios donde los cromosomas se encuentran mas
condensados como en diacinesis y metafase 1 (Miller y Therman, 2001).

Aunque la evidencia directa es limitada, |a frecuencia de quiasmas debe ser mas alta en oocitos que
en espermatocitos humanos, debido a que la frecuencia de recombinacién en mujeres es mayor
(Robinson, 1996; Miller y Therman, 2001).

Tanto en 1a meiosis masculina como en la femenina la densidad mayor de quiasmas se localiza
cercana a los teldbmeros y un pequefio pico se encuentra en la mitad de los brazos mas largos. En los
hombres se aprecia una reduccidn mayor en el numero de quiasmas cercanos a la region
pericentromeérica que en las mujeres. Por el contrario los quiasmas y los entrecruzamientos estan
ausentes o marcadamente reducidos en las zonas heterocromaticas (Robinson, 1996; Broman y cols,

2000; Miller y Therman, 2001).

Se ha propuesto que el quiasma per se no es suficiente; y que debe existir una especie de "garantia de

unién” para mantener a los quiasmas estables, a fin de que el bivalente permanezca como una unidad

hasta l|a anafase I. Dentro de los elementos que podrian establecer esta “garantia de union® se

encuentran:

La "unién® entre los homoélogos dada por el ensamblado del CS per se, se requiere para el
entrecruzamiento y la formacion de un quiasma funcional (Egel, 1995).

La cohesién a lo largo de todo el bivalente que puede originar la fuerza de resistencia al empuje de
los cinetocoros, ya que, mantiene una asociacién flsica entre las cromatidas hermanas en las
regiones distales a los quiasmas (Carpenter, 1994; Bickel y Orr-Weaver, 1996; Heemst y Heyting,
2000).

Algunos estudios en diferentes organismos muestran que los entrecruzamientos que se realizan cercanos

a los centromeros son mas efectivos para asegurar una adecuada disyuncidon en meiosis 1, que aquéllos

que se llevan a cabo en las regiones teloméricas. Por tanto, esto apoya que la funcién de los quiasmas
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depende de la “unidon® y la cohesion al determinar que los quiasmas terminales son menos estables

(Tomado de Roeder, 1997).

Como ya se menciond los quiasmas tienen una funcidén muy importante en aquellos organismos cuya
segregacion depende de la recombinacién, ya que, representan una funcidn analoga a la de los
centromeros manteniendo juntos a los homdélogos paternos y maternos hasta la anafase | (Alberts y cols,
1996). Aquellos bivalentes que no formaron quiasmas no se unen y forman 2 univalentes que se mueven
a los polos de manera azarosa. Si ambos se dirigen a un sélo polo, el resultado es no-disyunciéon y con

esto la formacién de gametos aneuploides (Koehler y cols, 1996; Heemst y Heyting, 2000).

Los entrecruzamientos que formaran quiasmas funcionales estan sujetos a un mecanismo regulatorio
que gobierna su distribucién a lo largo de los cromosomas. Una manifestacién del contro! en e! namero
de entrecruzamientos esta dada por la interferencia de entrecruzamientos, esto es, la capacidad de un
entrecruzamiento en una regidén cromosdmica que evita la ocurrencia de otro en una regién cercana

(Egel, 1895; Villeneuve y Hillers, 2001).
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1.1.6 INTERFERENCIA

Los eventos de recombinacién meiética no se distribuyen uniformemente a través de! genoma. Asl, la
frecuencia de intercambio puede variar en distancia por varios ordenes de magnitud de una region del

genoma a otra, aun dentro de un sélo cromosoma (Roeder, 1997).

La interferencia de entrecruzamiento se presenta en la mayoria de los organismos y fue descrita
inicialmente en los cromosomas de Drosophila sp. Este término se refiere al control en la distribucién de
los eventos de recombinacion meiética; en donde un evento de entrecruzamiento evita la formacion de
otro entrecruzamiento cercano, ocurriendo por tanto uno independientemente de otro y de forma no
azarosa. La interferencia se relaciona ademas con la frecuencia de recombinacién. El total de
entrecruzamientos por célula o por cromosoma puede ser variable dentro de los limites establecidos,

pero posiblemente existe una mayor flexibilidad en cuanto al control de la distribucién (Robinson, 1996).

Existe interferencia positiva cuando los quiasmas estan espaciados, mientras que en la interferencia
negativa los quiasmas se encuentran muy cercanos uno del otro. Dentro de la interferencia existe un
riguroso control en la distribucién de los entrecruzamientos especialmente en los cromosomas mas
pequefios, los cuales deben portar un sélo quiasma obligatorio. A pesar de la gran diferencia en e!
contenido de DNA por cromosoma en los diferentes organismos, el numero de quiasmas no es mayora 2
6 3 por brazo cromosbémico, exceptuando los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos. La
distribucion de los quiasmas entre los cro;nosomas de una misma especie es el reflejo de su densidad
por longitud de DNA o por el nimero promedio de pares de bases cubiertas por un s6lo quiasma. Por
ejemplo, en S. cerevisiae la figura mas tardia abarca 175 kb a través del genoma entero, pero s6lo 80 kb
para el cromosoma mas pequefio. En cuanto al hombre las figuras correspondientes son de
aproximadamente 70 Mb para los 5 cromosomas mas grandes y de 35 Mb para los cinco cromosomas
mas pequefios, y en la regiotn pseudoautosdémica de solo 2.6 Mb, en los brazos cortos de los

cromosomas X y Y, donde un sélo quiasma obligatorio es suficiente (Egel, 1995).
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El mecanismo por el cual se lleva a cabo el control adecuado en la distribucion de los entrecruzamientos
se desconoce; sin embargo, es probable que el CS y otras proteinas sirvan para prevenir un segundo

entrecruzamiento en una region adyacente al primero (Robinson, 1896).

Existen dos modelos para explicar la funcién del CS en la interferencia de entrecruzamiento. El primero
propone que la sinapsis se inicia en el sitio del entrecruzamiento y que el intercambio se inhibe en
regiones en donde los cromosomas ya han establecido la sinapsis; sin embargo, en las regiones en
donde aln no se presenta la sinapsis los entrecruzamientos pueden ocurrir. El segundo modelo propone
que la interferencia actia después de que la sinapsis es total y el CS esta totalmente formado, siendo
éste un substrato para la transmisién de una sefial inhibitoria. Esta sefial puede implicar un cambio
conformacional en las protelnas asociadas al CS comenzando en los sitios de entrecruzamiento y
extendiéndose a lo largo del cromosoma en un efecto tipo domino, o quiza, implique la polimerizacién de

una proteina a lo largo del CS comenzando en los sitios de entrecruzamiento (Robinson, 1996).

Algunos de los hallazgos para explicar esta interferencia son:

= La interferencia se encuentra asociada con el CS y especificamente con la protelna Zip1 det
elemento central en la levadura S. ceravisiae. Las mutantes de la proteina Zip1 pueden ensamblar
completamente los elementos axiales pero no permiten el ensamblado del CS tripartita, originando
cambios en la distribucién de los intercambios, sin alterar su frecuencia. El resultado es la formacion
de un nimero normal de esporas, pero con una viabilidad reducida debido a no-disyuncién en
meiosis . Una de las primeras evidencias que apoyaron lo anterior es que los organismos como S,
pompe y Aspergillus nidulans carecen de CS y por 1o tanto no presentan la interferencia de
recombinacion (Egel, 19985; Heyting, 1996). A pesar de lo anterior es posible también que Zip1 tenga
una funcién en el control del entrecruzamiento que preceda o sea independiente de su influencia en
la formacién del CS (Storlazzi y cols, 1995).

= Otra proteina implicada en 1a interferencia es la proteina Tam1 de S. cergvisiae, la cual es meiosis
especlfica y se encuentra asociada a los telbmeros. Ademas del defecto en la interferencia, las

mutantes de tam7 muestran un retraso en la sinapsis cromosdmica. Cuando se presenta una
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mutaciéon en tam? se reduce al igual que en las mutantes de zip7 ia viabilidad de las esporas,
afectando la distribucién, sin cambios en la frecuencia de los entrecruzamientos. Sym y Roeder
(1994) propusieron que la interferencia de entrecruzamiento y un quiasma obligatorio, son
manifestaciones diferentes de un s6lo mecanismo, ya que, el estudio de las mutantes de tam?
permite separar el control de la distribucién de los entrecruzamientos de la frecuencia con que
ocurren los mismos. Basados en el modelo de regulacién de la distribucion de los entrecruzamientos
por el CS podrla especularse que el retraso en la sinapsis es la causa del defecto en la interferencia
en estas mutantes, en donde la transmisién de una sefal inhibitoria a lo largo del CS comenzando en
el sitio del entrecruzamiento y extendiéndose a sitios potenciales de entrecruzamiento estaria
retrasada o menos extendida y por tanto, al estar comprometida la sinapsis, la transmision de la sefial

inhibitoria también lo estaria (Sym y Roeder, 1994; Chua y Roeder, 1997).

= En las levaduras la mutacién en la proteina Msh4 elimina casi totalmente la interferencia, aunque
pemite la formacion del CS. Ademas, esta mutacion reduce cerca de dos veces 1a recombinacion en
relacién con los organismos silvestres. Debido a que existen pocos entrecruzamientos y éstos se
encuentran distribuidos en forma azarosa probablemente algunos cromosomas carezcan de ellos, lo
cual crea problemas con la disyuncién. Asi las mutaciones en Msh4 interfieren con la frecuencia y la
distribucién de los entrecruzamientos afectando la segregacién meidtica (Khazanehdari y Borts,
2000).

Kaback y cols (1999) demostraron que existe una relacién entre la interferencia y e! tamafio de los
cromosomas en levadura “control dependiente del tamafio®”. Broman y Weber (2000) empleando los
datos obtenidos en sus estudios de mapeo analizaron los patrones de interferencia de entrecruzamiento
en la meiosis humana; encontraron que tanto en los hombres como en las mujeres existia una

interferencia positiva, sin una variacién obvia entre sexos o cromosomas implicados.

Se postuld que la recombinacidn en Drosophila sp. era suprimida cerca del centrdbmero. Sin embargo,

recientemente se ha sugerido que el centrobmero no es una barrera y que la interferencia se da a pesar
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del centromero sin ‘diferencia alguna con el resto de los brazos cromosémicos (Tomado de Robinson,

- 199e)

" "El 'control fen la frecuencia y la distribucién de los entrecruzamientos puede ocurrir en varios estadios:

Reconocimiento homoélogo y apareamiento; en donde algunos rearreglos cromosémicos pueden
generar un alto porcentaje de anormalidades en meiosis, ya sea, por recombinacion dentro de
segmentos que han sufrido un rearregio o incrementando la no-disyuncion por un apareamiento
reducido. Sin embargo, en portadores para una inversion se suprime la recombinacién dentro del
segmento invertido, con un incremento compensatorio en otra parte del cromosoma, sin interferir en
la fertilidad (Robinson, 1996).

En el nivel de la recombinacion, al existir dos manchas calientes de recombinacion, puede eliminarse

el entrecruzamiento en una de ellas por competencia de factores locales (Robinson, 1996).

Las principales funciones de la interferencia son:

Las fevaduras que no tienen interferencia presentan altos porcentajes de no-disyuncién, por lo que, la
interferencia en meiosis es importante, ya que, al existir un nimero limitado de quiasmas en el
genoma, ésta provee la distribucion y la frecuencia de cada uno de ellos de tal forma que todos los
cromosomas, incluyendo los mas pequeiios, tengan al menos uno (Egel, 1995; Chua y Roeder,
1997).

La interferencia previene los niveles deletéreos de entrecruzamientos limitando el nimero de
entrecruzamientos por célula, pues, los porcentajes altos de recombinacién han sido asociados con

el decremento en la "salud” de la descendencia (Robinson, 1896).
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1.1.7 DIACINESIS Y METAFASE |

Durante la diacinesis, la separacion de los dos cromosomas que forman el bivalente se acentia y se
produce el fenédmeno de terminalizacion quiasmatica. Estas tétradas que hasta ahora estaban adheridas
a la membrana nuclear se desasocian y comienzan su migracion hacia la placa ecuatorial. Este estadio y
la primera metafase meidtica son los mas utiles para el estudio de la meiosis, ya que, los cromosomas

estan mas condensados y mejor definidos (Therman y Susman, 1993).

La segregacion de los cromosomas homélogos durante la transicién metafase | — anafase | es la
culminacion de todos los eventos realizados durante la profase |. E! contenido de la célula parental, el
cual fue doblado por la replicacion; ahora se separa (segregado) para generar células haploides en su

numero cromosémico, pero diploides en cuanto a su contenido de DNA (Alberts y cols, 1996).

Existen dos vias para asegurar una cofrecta segregacion cromosédmica. Una dependiente del intercambio
del material genético por recombinacién homdéloga; segregacion de cromosomas quiasmaticos y otra
independiente de este intercambio denominada segregacién distributiva. Esta ditima, *via alterna” fue
observada en hembras de Drosophila sp. en donde el cromosoma 4, no recombina y ain asi se segrega
de manera adecuada (Omr-Weaver, 1995). Dawson y cols (1986) propusieron que este tipo de
segregacién distributiva puede operar como un sistema de respaldo para la segregacion de los

cromosomas aquiasmaticos.

En la segregacién de los cromosomas quiasméticos, una adecuada segregacion cromosémica en Ml
depende del entrecruzamiento que dara origen a los quiasmas; los cuales mantienen conexiones
estables entre los homologos durante la metafase 1, asi las cromatidas hermanas (CH) permanecen
asociadas, mientras que los cromosomas homélogos. se dirigen a los polos opuestos de la célula. Se ha
propuesto que la proteina Cor1/Rec8, en mamliferos y levaduras respectivamente, mantiene la cohesion
y da estabilidad a los quiasmas, ya que se localiza a ambos lados de éstos. Ademas estas proteinas

también se encuentran localizadas a nivel centromérico evitando asi que los centrémeros hermanos
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migren de manera independiente durante la anafase I. Es importante mencionar que estas proteinas no
se encuentran en célutas mitéticas, siendo por tanto, meiosis especificas y caracteristicas de la division
reduccional que sélo se lleva a cabo en las células meidticas (Moens y Spyropoulos, 1995; Buonomo y

cols, 2000).

Durante la metafase |, el huso se comienza a formar por fuera del ndcleo; cerca del fina! de la profase |,
la membrana nuclear se rompe y durante un corto estado prometafasico los bivalentes se retnen hacia
la placa ecuatorial en el punto medio del huso, el cual ahora ha sido formado entre los 2 centriolos.
Ambas cromatidas de un homologo estan unidas a los microttbulos cinetocéricos que se extienden hacia
un polo de la célula, mientras que las de su homdlogo se unen a los microtibulos cinetocéricos que las
llevaran hacia el polo opuesto. Los microtubulos cinetocéricos, asi, separan a los cromosomas
homologos apareados, pero no a las cromatidas hermanas. En cuanto a los centrémeros matemo y
patemo, estos se encuentran orientados de forma azarosa, asi que no se sabe que cromosoma, patemo

o matemo, ira a qué polo (distribucién independiente) (Alberts y cols, 1996; Miller y Therman, 2001).

En la prometafase los cromosomas homoélogos sélo se alineardn en la congresion metafasica estable si
los microtubulos provienen de polos opuestos. La tensidn mecanica que ejercen los microtibulos sobre
los cromosomas, aunada a la resistencia del empuje creado por los quiasmas, es la sefial de que los
cromosomas estan orientados adecuadamente. Este mecanismo funciona como un punto de control en la
M, en donde la falta de unién en un par de cromosomas puede retrasar la division en metafase | y

segregar de forma incorrecta o bien deteneria (Roeder, 1997).

En el proceso de unién entre los microtubulos y los cinetocoros existe un mecanismo denominado punto
de control del huso que detecta la falla cuando algun cinetocoro no es unido a su microtibulo y detiene la
anafase hasta que este cinetocoro captura a los microtibulos. En las levaduras una mutacién en mad2,
un componente de este sistema de resguardo, produce una mala segregacién principaimente en meiosis
I, incrementandose en los cromosomas grandes (Sluder y McCollum, 2000). Esto implicaria que al estar

defectuoso mad2, la anafase empiece independiente de que los pares de homo6logos sean tensionados a
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polos opuestos. Shonn y cols (2000) muestran que una mutacion en mad2 es causante de una mala
segregaciéon y que ésta puede ser rescat.ada con la ayuda de! inhibidor de la anafase, Pds1, que al
retrasar {a anafase permite una correcta segregacion en meiosis | a pesar de que el punto de control
Mad2 este mutado. Por lo tanto, un retraso en la anafase | puede evitar la no disyuncién en mutantes
para elementos del control del huso, como mad2. Asimismo estos autores demuestran que la unién entre
los cromosomas homdlogos, se origina por la recombinacién reciproca, la cual mantiene fa tensiéon entre
los cinetocoros y tos microtibulos, dando al punto de control mad2 la sefial de que los homélogos se han
unido a polos opuestos. Esto fue demostrado al mutar a la protelna spo?1, lo cual inhibe la
recombinacién, eliminando asi la interaccion entre los cromosomas homélogos originando una

segregacion incorrecta en Ml.
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1.11.8 ANAFASE | Y TELOFASE

En la primera anafase meiética, los centrémeros no se dividen y con dos cromatidas unidas, cada uno de
los cromosomas homoélogos se mueve hacia polos opuestos (Alberts y cols, 1996; Miller y Therman,
2001). Esto implica que la cohesitn debe ser mantenida a través de ta primera division meidtica para
retrasar la segregaciéon de las CH hasta su segregacién en meiosis {l. Cuando todos los bivalentes se
han unido y alineado correctamente en la placa metafasica, los microtibulos comienzan a jalar a los
miembros de cada bivalente hacia los polos opuestos con sus dos cinetocoros como una unica unidad
funcional. Es entonces en la anafase | donde la cohesidn a lo largo de los brazos de las cromatidas
hermanas se libera, manteniéndose unidas sélo por sus centrébmeros. Esto permite la resolucion de los
quiasmas y la separacién de los cromosomas homologos que contintian su migracién hacia cada polo

(Kohli y Hartsuiker, 2001).

La cohesion de los centrOmeros entre las cromatidas hermanas a través de la meiosis | parece requerir
de una protelna de cohesién fosforilada, altamente conservada evolutivamente, Rec8, que se sintetiza
durante fa meiosis |, desaparece hasta la anafase Il y como ya se mencioné esta ausente en las célutas

mitdticas ( Watanabe y Nurse,1999; Buonomo y cols, 2000; Heemst y Heyting, 2000).

En la primera telofase meidtica el huso desaparece y hay dos grupos de cromosomas. Cada uno de ellos
contiene un miembro de cada par de cromosomas homologos con sus cromatidas hermanas firmemente
unidas a nivel del centrébmero. Por lo tanto, cada célula es haploide en cuanto al nimero cromosémico,
pero diploide en su contenido de DNA. Si el entrecruzamiento ha ocurrido, las 2 cromatidas de un

cromosoma no son idénticas (Alberts y cols, 1996; Miller y Therman, 2001).
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1.1.9 SEGUNDA DIVISION MEIOTICA

Después de finalizada la division meiética I, las membranas nucleares se forman de nuevo alrededor de
los dos nucleos hijos. Durante este periodo, los cromosomas pueden descondensarse un poco, pero
normalmente se condensan de nuevo y empieza la profase Il. Durante este intervalo no se produce
sintesis de DNA, por lo que en algunos organismos parece que los cromosomas pasan casi directamente
de una fase de divisién a la siguiente. En todos los organismos la profase |l es breve: la envoltura
nuclear se rompe cuando se forma. el nuevo huso, tras lo cual proceden la metafase |l, I1a anafase ll y la
telofase Il. En la metafase |l los cromosomas difieren de los cromosomas mitoticos, ya que, éstos se
presentan con una forma irregular, siendo mas cortos y presentando una amplia separacion entre las
cromatidas hermanas que se mantienen unidas s6lo por su centréomero. A este nivel se forma un grupo
de fibras cinetocéricas que se extienden en direcciones opuestas alineando a los cromosomas en la
placa metafasica hasta que las crométidas sean liberadas por la brusca separacion de sus cinetocoros
durante la anafase. Asi, y a diferencia de la primera division, la segunda division se parece mucho a
una mitosis. La unica diferencia es que existe una sola copia de cada cromosoma y no dos. Una vez
formadas las envolturas nucleares alrededor de los cuatro nucleos haploides producidos durante la

telofase 11, la meiosis ha terminado (Alberts y cols, 1996; Bickel y Orr-Weaver, 1996).
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1.1.10 REGULACION DE LA MEIOSIS

En los organismos eucariontes, la integridad del genoma se mantiene por la operacién de los puntos de
chequeo o control del ciclo celutar. Los puntos de control aseguran que los eventos del ciclo celular
ocurran en el orden y de forma apropiada y funcionan promoviendo el retraso o arresto en respuesta a

defectos en el proceso celular.

Estos puntos de control no estan confinados a las células que se dividen mitéticamente, también operan
durante ia meiosis para asegurar la formacion de gametos funcionales. Por lo tanto los mecanismos de
regulacién intrinsecos a los meiocitos aseguran que el programa de eventos necesarios se realice de
manera adecuada. Estos factores intrinsecos también responden a factores extrinsecos que se originan
en el ambiente de los meiocitos. En los organismos multicelulares estos factores extrinsecos pueden ser
generados por las células somaticas asociadas con los meiocitos o pueden ser hormonas liberadas

desde células lejanas a las gbnadas (Kohli y Hartsuiker, 2001).

En particular, en la meiosis, existe un punto de control que previene la salida de paquitene cuando la
recombinacién y la sinapsis no son completadas. Este punto de control de paquiteno también se conoce
como el control meiético de la recombinacién. La forrma en que opera este punto de control ha sido
estudiada en S. cerevisiae, muchas de las proteinas de levadura que participa en este punto de control
tienen homdlogos en otros organismos, incluyendo a los mamiferos. La identificacién de las proteinas
implicadas en el control de paquitene en las levaduras se ha hecho principalmente con mutantes gue
presentan arresto en paquitene (Roeder y Bailis, 2000). En !a tabla 4 se muestran las proteinas de S.
cevevisiae implicadas en el punto de control de paquitene y sus homélogos en otros organismos,

incluyendo a los mamiferos.




Tabla 4. Protelnas implicadas en e punto de control de paquitene en S. cerevisias y sus homélogos en otros organismos (Modificado de Haber, 2000; Heemsty
Heyting, 2000; Bishop, 2001; ohli y Hartsuiker, 2001). ‘

S. corvisias | S.pombe | D. melanogaster | C. elegans [ Mamlferos | Funcién en S. cersvisiag

Proteinas de chequeo de dafio al DNA

Ddct Rad9 Rad9 Sensor de dafio al DNA; forma complejos con Mec3 y Rad17

Chk1 Chki Chk1 Protein cinasa implicada en transducci6n de sefiales

Mect Rad3 Mei-41 Alr/Atm Cinasa {Ipidica / proteica

Mec3 Hus1 Hus1 Sensor de dafio al DNA; forma complejos con Rad17 y Ddct

Rad17 Rad1 Mrt-2 Rad{ Exonucleasa putativa; forma complejos con Mec1 y Ddct

Rad24 Radi7 Rad17 Hpr-17 Rad17 Homologia con el ancla de la abrazadera de la DNA pol

Proteinas de los cromosomas mel6ticos

Hop1 Him-3 Asoclada con nuicleos cromosémicos meidticos; requerida para
sinapsis

Hop2 Previene sinapsis entre cromosomas no-homélogos

Mek1 Protein-cinasa meiosis especifica que fosforila a Red1

Red1 Parte esencial en fa construccién de los nucleos cromosémicos
meiticos

Zip1 Componente principal en la construccion de fa regién central del CS

Proteinas implicadas en la recombinacién genética

Dmct Spn-B Rad-51 Dmel Homéloga de RecA, especlfica de meiosis

Mih1 . Mih1 Homéloga a MutL, implicada en MMR

Msh5 Mshs Homéloga de MutS, requerida para un nive! normal de
entrecruzamientos

Rads1 Rhp51 Rad-51 Rad§1 Homéloga a RecA; enzima implicada en el intercambio de cadenzas

Rad54 Rhp54 Okr Rad54 Homéloga helicasa; facilita intercambio de cadenas promovido por
Rad51

Factores silencladores de la cromatina

Sir2 Factor silenciador de cromatina; protein-deacetilasa

Pch2 Protelna nucleolar; reprime Ia recombinacién meiética en DNAr

Dott Reprime la transcripcién de secuencias de DNA proximales-
teloméricas

Proteinas del ciclo celular

Cdc28 Cdc2 Nee-1 Cdc2 Protein-cinasa dependiente de ciclina

Cib1 * ' ' Ciclina especifica G2/M

Gle7 * ' N Protein-fosfatasa tipo |

Ndi80 Factor de transcripcién especifico de meiosis

Swefl Weel Weel Wee-1 Weel Protein-cinasa que fosforila e inactiva a Cdc28

*Los genomas de los eucariontes superiores contienen mdltiples genes que codifican para protein-fosfatasas tipo | y para varias ciclinas, sin embargo se
desconoce cudl corresponde al homélogo funcional de Glc7 y de Clb1 respectivamente.
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Los punto§ de’ control de paquitene incluyen un mecanismo eficiente de deteccion de dario al DNA, el
cual incliuye a las rupturas de doble cadena que inician la recombinacion, asegurando el tiempo necesario
para su reparacién. La activacion del punto de control debe incluir una molécula detectora que reconozca
el DNA dafiado, una cascada de sefalizacion que amplifique y transmita esta informacion y moléculas
efectoras que interaccionen con los componentes del ciclo celular. En los mamliferos, dos protelnas ATR
y ATM, parecen tener una funcidn importante en ta deteccién de DNA dafiado, tanto en las células
mitéticas como en las meidticas. Estudios con anticuerpos han permitido localizar a la protelna ATR en
sitios a lo largo de los ejes de los cromosomas no apareados o asinapticos, mientras que ATM se
encuentra a lo largo de los ejes sinapticos. Estos sitios corresponden a los sitios de unién de RADS5S1
tanto en los espermatocitos como en los ovocitos. La disrupcidon dirigida del gen ATM en los ratones
transgénicos conduce a una sinapsis anormal y a la fragmentacién cromosdmica, que causa arresto en
zigotene/paquitene. Esto indica lo critico que es el chequeo de dafio al DNA. La molécula efectora tanto
en mitosis como meiosis es la proteina p53. En las células soméaticas la presencia de DSB induce niveles
elevados de p53 que conducen a arresto del ciclo celular y/o apoptosis. Los espermatocitos en paquitene
también muestran niveles altos de p&3, presumiblemente en respuesta a las DSB generadas durante la
recombinacion. La proteina p563 actia por unién directa con la proteina RADS1; esta via de reparacion
esta tan altamente conservada evolutivamente que la proteina p53 humana puede unirse a la proteina

RecA, el homélogo bacteriano de RADS1 (Tomado de Miller y Therman, 2001),

Ademas del punto de control de paquitene, existen otros puntos de chequeo en diferentes puntos de la
meiosis. Un punto de control en la replicacidn premeiética ha sido descrito tanto en las levaduras de fision
como en las de gemacion. La activacion de este control requiere de la iniciacion de la replicacién, en
forma analoga al control de paquiteno que requiere del inicio de la recombinaciéon para ser activado. En
8. pombe existe un control adicional mediado por Rad9 que arresta a la célula después de 1a replicacion,

pero antes de la recombinacién y la sinapsis si hay dafio al DNA (Roeder y Bailis, 2000).

Los puntos de chequeo también operan en la metafase I. Aqui se bloquea la transicién metafase-anafase

si la formacion del huso es defectuosa o si uno 0 mas cromosomas no se encuentran correctamente
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alineados en ¢&l. La orientacién correcta de los cromosomas en el huso resulta en tension, debido a que
los cromosomas homélogos son jalados hacia los polos opuestos del huso, pero esta fuerza se resiste
por los quiasmas que mantienen a los homoélogos unidos. Si un solo cromosoma no se encuentra bajo
esta tensién, emite una senal que previene la transicion metafase-anafase; al parecer esta sefal esta
dada por la fosforilacion especifica de una proteina asociada al cinetocoro del cromosoma no alineado

(Roeder y Bailis, 2000).

Una curiosidad biolégica interesante es el hecho de que el punto de control que detecta a los
cromosomas mal alineados, en los mamiferos opera Gnicamente en los machos. En los ratones que
portan un cromosoma que carece de su contraparte para aparear, los espermatocitos son arrestados en
metafase |, mientras que en los ovocitos continua fa meiosis. Se ha sugerido que la falta del punto de
chequeo en metafase provee una explicacion para el elevado rango de segregaciones cromosémicas
anormales de meiosis | observado en las mujeres (Roeder y Bailis, 2000; Miller y Therman, 2001). Un
cuestionamiento que surge, es si esta diferencia esta relacionada con la estructura del huso meiético. En
mitosis, el centrosoma de cada polo del huso se organiza alrededor de un centriolo. En meiosis, el
centrosoma carece de centriolo. En la primera division después de la fusién del esperma y el évulo, al
menos uno de los dos centrosomas parece tener un centriolo, el cual es de origen patemo. La ausencia
de centriolo podria reflejar los cambios moleculares que contribuyen a la elevada frecuencia de no-

disyuncion en la meiosis femenina (Tomado de Miller y Therman, 2001).
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1.2 GAMETOGENESIS HUMANA

La proliferacién de las células germinales ocurre tanto durante el desarrollo gonadal femenino como
masculino. Algunas de las células se diferencian como meiocitos, mientras que otras entran a un
programa de muerte celular por apoptosis. Esto puede ser un mecanismo adicional de vigilancia para
eliminar las células que no sean aptas para llevar a cabo la meiosis. Los meiocitos primarios son
rodeados por capas de células somaticas diferenciadas, especificamente por capas muiltiples de células
de la granulosa en las gbnadas femeninas y por las células de Sertoli en las masculinas. El intercambio
de sefiales entre estas células somaticas y las células germinales es esencial para la forrnacion de los

gametos (Figura 4) (Kohli y Hartsuiker, 2001).

£n la mujer, un nimero establecido de meiocitos primarios se forma, la meiosis se inicia el quinto mes de
la vida intrauterina y se precede por aproximadamente 33 divisiones mitéticas; sin embargo se arresta
en el estadio de dictiotene que sbdlo se presenta en las mujeres entre los estadios diplotene y diacinesis.
El mantenimiento de este arresto requiere de mecanismos rigurosos de control. Cuando los foliculos
primarios son activados, el citoplasma entra en una fase de crecimiento y diferenciacién; lo cual conduce
a la acumulacién de macromolécuias que seradn requeridas para las divisiones celulares posteriores a la
fertilizacion. Un mecanismo propuesto para la liberacién dei aresto en la profase | implica una reduccién
en la concentracién del adenosin monofosfato ciclico (AMP,). La activacion del factor promotor de ja
mitosis (MPF, formado por el complejo ciclina B- CDK1) pemmite que se complete la primera division
meidtica, la cual es seguida de un segundo arresto en la metafase Il hasta la fertitizacion. Este segundo
arresto se lleva a cabo por un factor citostatico, el producto detl gen c-MOS, mejor conocido por su
funcion como un proto-oncogen. Esta protein-cinasa activa y estabiliza al factor promotor de la mitosis.
L.a fertilizacion dispara un incremento en la concentracion de calcio intracelular, activando a una proteasa
-dependiente de calcio, la calpalna, la cual degrada a la proteina ¢c-MOS e induce la destruccion de la
ciclina B, inactivando al MPF, justo en la transicion metafase-anafase. Lo cual culmina con la liberacién
del segundo cuerpo polar, finalizando la meiosis y dando lugar al inicio de las divisiones mitéticas y la

embriogénesis (Miller y Therman, 2001; Kohli y Hartsuiker, 2001).
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La apoptosis es el destino de la mayoria de las células germinales femeninas. Este mecanismo reduce
su nimero de aproximadamente 8 millones al inicio de la meiosis a 1 o 2 millones al nacimiento. Durante
cada ciclo mensual de ovulacidén, un nimero determinado de ovocitos parcialmente maduros muere por
apoptosis en los follculos. El producto del gen P53, esta implicado en la apoptosis de los ovocitos; al
igual que el producto del gen BAX, un miembro de la familia BCL2, cuya expresion esta elevada durante

la apoptosis en el ovario (Miller y Therman, 2001).

En el hombre, las espermatogonias, que han estado inertes en los tibulos seminiferos de los testiculos
desde el periodo fetal empiezan a proliferar por los estimulos hormonales en la pubertad. Esta division
continua durante toda la vida adulta, permitiendo una produccién constante de un gran numero de
espermatocitos, los cuales completan la meiosis ininterrumpidamente. Tras varias divisiones mitéticas,
algunas células hijas dejan de proliferar y se diferencian a espermatocitos primarios; células germinales
de mayor tamaiio que siguen localizandose en los tibulos. Cada espermatocito primario comienza su
primera profase meidtica, en la cual aparean los cromosomas homodlogos y participan en la
recombinacion. A partir de la primera division se obtienen dos espermatocitos secundarios, haploides que
tienen aproximadamente la mitad del tamafio de los espermatocitos primarios y presentan cada uno, 22
cromosomas autosémicos duplicados y ya sea un cromosoma X duplicado, o un Y. Posteriormente los
espermatocitos secundarios llevan a cabo la segunda divisién para dar lugar a cuatro espermatidas
haploides con cromosomas autosémicos (nicos y con un solo cromosoma sexual, X o Y. Las
espermatidas se transforman de manera gradual en cuatro espermatozoides maduros a través de un
proceso de diferenciacion conocido como espermiogénesis. La espermatogénesis requiere de

aproximadamente 64 dias para terminar (Alberts y cols, 1996; Kohli y Hartsuiker, 2001).

Las células germinales masculinas no completan la division citoplasmatica (citocinesis) durante las
divislones mitéticas y meisticas. En consecuencia, las células hijas diferenciadas descendientes de una
espermatogonia madura permanecen conectadas por puentes citoplasmaticos, formando un sincisio.

Estos puentes citoplasmaticos persisten hasta el final de la diferenciacion de los espermatozoides,
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cuando son liberados al lumen del tubulo. Esto explica porque los espermatozoides maduros surgen

sincrénicamente en cualquier area de un tubulo seminifero (Alberts y cols, 1996).

Una diferencia significativa entre la meiosis femenina y la masculina en mamiferos es la presencia de los
cromosomas sexuales, X y Y. El apareamiento de estos cromosomas parece ser necesario para
completar la meiosis y la formacién de esperma, de igual manera que el apareamiento correcto de los
autosomas. La existencia de recombinacién entre cada par cromosémico lleva a la formacion de los
quiasmas, unicamente uno entre el X y el Y, para asegurar una segregacion correcta. El control de la
meiosis masculina sobre la formacién de los quiasmas y el alineamiento correcto de los pares de
homdlogos es sumamente estricto y la meiosis se interrumpe por la presencia de cromosomas

aquiasmaticos (Miller y Therman, 2001; Roeder y Bailis, 2000).
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1.3 COMPORTAMIENTO DE LOS CROMOSOMAS X-Y DURANTE LA MEIOSIS.

En las mujeres que comparten dos cromosomas X, no existe problema con el apareamiento y la
recombinacién de los cromosomas sexuales durante la primera profase meibdtica, ya que, son
equivalentes en su tamafio y el contenido génico, comportandose de la misma manera que los
autosomas. No es el caso de los individuos masculinos que presentan un X y un Y con diferencias en su

tamafio y contenido génico (Rappold, 1993).

Los cromosomas X y Y aparecen heteropicnoticos desde zigotene hasta diplotene. En la transicion de
Zigotene a paquitene, en el humano y en la mayoria de los mamiferos, el par X-Y es transcripcionalmente
inactivo y presenta una configuracién de cromatina condensada conocida como cuerpo XY o vesicula
sexual (Solari, 1974). El cuerpo XY posee varias caracteristicas Unicas como: a) la cromatina de los
cromosomas sexuales muestra diferencias en su patron de condensacion, con un comportamiento
alociclico, b) la recombinacion esta restringida a las regiones pseudoautosdmicas y ¢) el cuerpo XY es

transcripcionalmente inactivo (Tomado de Smith y Benavente, 1995).

Mckee y Handel (1993) proponen que la inactivacion de los cromosomas sexuales en la meiosis
masculina, (meiotic sex chromosome inactivation, MSCI) es una adaptacion meibtica para prevenir los

eventos de recombinacion ilegitimos que dafien las regiones diferenciales de los cromosomas X-Y.

Los mecanismos moleculares que controlan la formacién del cuerpo XY aun se desconocen. Sin
embargo, investigaciones recientes permiten sugerir que su formacion no es una propiedad intrinseca de
los cromosomas sexuales, y que puede ser controlada en trans por factores originados a partir de los
autosomas o atn por eventos que ocurren fuera de las células meitticas (Tomado de Smith y Benavente,
1995). Los mecanismos implicados en la formacion del cuerpo XY parecen ser diferentes de aquéllos que
controlan la inactivacion del cromosoma X en las células somaticas de las hembras de mamiferos. En
contraste con la situacion presente en los tejidos femeninos, la expresion del gen Xist (X-inactive specific

transcript, transcrito especifico del cromosoma X inactivo) en testiculo de raton es muy baja y no
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correlacvion‘ar temporatmente cén la formacién del cuerpo XY (Richler y cols, 1992; Salido y cols, 1992; Mc
Carrey - 'y Dilwoﬁh, 1992). La inactivacion del X en los espermatocitos no implica tampoco la

“ desacetilacion de la histona H4 ni la metilacién de las islas CpG (Armstrong y cols, 1997).

Estudios recientes han permitido identificar algunas protelnas especificas del cuerpo XY. La protelna
XY40 (Smith y Benavente, 1892) y la proteina XY77 (Kralewski y cols, 1997) estan asociadas con los ejes
de los cromosomas sexuales pero no se encuentran en las asas de cromatina y quiza estén implicadas
en enmascarar a los cromosomas X-Y, aunque no se encuentran en el inicio del proceso de la
inactivacion. Por otra parte, la proteina p51 esta distribuida a través del cuerpo XY y en los centromeros
de los autosomas, lo que sugiere tenga una funcion en el bloqueo de los eventos de transcripcién y

recombinacion durante la gametogénesis (Smith y Benavente, 1995).

Una cuarta proteina llamada XMR (Xir-related meiosis regulated) se expresa especificamente en los
espermatocitos primarios, con un patrén espacial y temporal muy similar al de la condensacion de los
cromosomas sexuales. Notablemente, esta proteina se concentra exclusivamente en el cuerpo XY y esta
ausente de las regiones en donde hay recombinacion, por lo que se sugiere estad relacionada
directamente con las regiones de cromatina condensada y transcripcionatmente inactivas, 1o que la hace

un candidato ideal en el proceso de condensacién y MSCI (Escalier y Garchon, 2000).

Turner y cols (2000) describieron otra proteina asociada con los cromosomas sexuales durante la meiosis
masculina, la proteina ASY o proteina asinaptica. Esta molécula no tiene relacién con la MSCI, pero
pareceria ser especifica de la cromatina asinaptica de las regiones no homélogas X-Y y tener uné
funcién en el punto de control de paquitene. La presencia de esta proteina en el cuerpo XY pareceria
evitar la activacion en paquitene tardio del punto de chequeo que remueve las células que presentan

sinapsis incompleta a través de una via apoptética independiente de p53.

Asf mismo, Tumer y cols (2000) proponen que debido a que la MSCI inicia antes de entrar a |a profase

meibtica y por lo tanto, antes de la busqueda de homologia; el cuerpo XY enmascara las regiones no
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"homélogas de los cromosomas sexuales originando una asinapsis entre ellos y disparando a su vez la

sinapsis de los demas cromosomas, actuando como un punto de control de la sinapsis.

Después de la formacion del cuerpo XY, en diplotene, los cromosomas sexuales ya no muestran la
conducta MSCI y durante diplotene-metafase |, el cuerpo XY presenta una estructura asimétrica, dada
por el apareamiento extremo con extremo de sus brazos cortos. Este comportamiento se origina por la
recombinacion y la formacion de un quiasma en la regién homéloga de los brazos cortos de los
cromosomas X y Y, denominada regién pseudoautosémica (PAR). Estas regiones reciben este nombre

debido a que aparean y recombinan al igual que los autosomas (Rappold, 1893).

Regiones pseudoautosdmicas (PARs).
En los cromosomas sexuales humanos las regiones pseudoautosdmicas han sido bien establecidas y se
localizan tanto en los brazos cortos como en los brazos largos de ambos cromosomas (Figura 5)

{(Rappold, 1993). A continuacién se describen las principales caracteristicas de estas regiones:

La Region Pseudoautosémica de los brazos cortos, PART:
= Selocaliza en el extremo distal del brazo corto del cromosoma X, en la banda Xp22.3 y en el extremo
distal del brazo corto del cromosoma Y, en la banda Yp11.32 abarcando 2.6 Mb. Dentro del
cromosoma Y, las 2.6 Mb representan de 3% a 5% de todo el cromosoma y solo el 1.6% del
cromosoma X (Rappold, 1993).

La PART1 contiene 8 genes activos (PGPL, SHOX, CSF2RA, IL3RA, ANT3, ASMT, XE7Y MIC2) yla
regién 5’ de un noveno (XGA). Estos genes escapan al proceso de inactivacién del cromosoma X de
las células sométicas femeninas (Graves y cols, 1998).

Dentro de la PAR? se da un intercambio obligatorio durante el proceso meidtico. El entrecruzamiento
en la PART1 es funcionalmente importante, ya que, genera el quiasma unico que se requiere para

mantener a los cromosomas sexuales unidos durante la primera metafase de meiois (Mckee y
Handel, 1993).
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Figura 6. Regiones pseudoautosdmicas de los cromosomas sexuales. PAR1en Xpy Ypy PAR2en Xqy Yq.
(Modificado de Rappold, 1993; Graves y cols, 1998; Ciccodicola y cols, 2000).
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Cuando los cromosomas X y Y se encuentran unidos solo en la PART la estructura observada a nivel
citogenético representa una estructura lineal, una cadena, a diferencia de los autosomas que
muestran figuras en anillo (Miller y Therman, 2001).

Los limites entre la PAR1 y la regién sexo especifica se denominan PABX / PABY (pseudoautosomal
boundary) y son definidos como los limites proximales de la recombinacién en ta PART. En el
hombre, el limite pseudoautosdmico Xp/Yp estd marcado por repeticiones Alu, seguidas por una
region de 220pb que presenta homologia detectable. Las secuencias proximales siguientes son no
homologas y son sexo especificas. En el limite distal de la PART se encuentra localizado el
telbmero (Rappold, 1993). Kvaloy y cols (1994) ha sugerido que las secuencias Alu que se
encuentran en el limite de 1a PAR1 presentan homologia, pero a pesar de ello son lo suficientemente
diferentes para impedir algun tipo de intercambio, por lo que, se ha sugerido que actdan como una

barrera para el intercambio homdlogo.

La regidn pseudoautosémica de brazos largos, PAR2:

Es mas pequefia que la PART, ¥y se localiza en los extremos distales de los brazos largos Xg/Yq y
abarca 320 kb (Graves y cols, 1998).

En la PAR2 sblo se conocen 4 genes: HSPRY3, SYBL1, IL9R y CXYorf1. Los dos primeros muestran
un patron de inactivacién unico, inactivandose tanto en el cromosoma X de las mujeres como en el
cromosoma Y. Los dos Glitimos presentan un patrén similar al de los genes de la PAR1, escapando a
la inactivacién del cromosoma X (Graves y cols, 1998; Ciccodicola y cols, 2000).

La frecuencia de recombinacién dentro de la PAR2 se eleva en la meiosis masculina comparada con
un DNA autosdmico tipico. Sin embargo, parece probable que el intercambio no sea necesario, ni
suficiente, para una meiosis mascutina exitosa, ya que, no puede substituir el intercambio llevado a
cabo en la PAR1. Kvaloy y cols (1994) proponen que al nivel de la PAR2 se lleven a cabo eventos de
recombinacién que son resueltos como conversiones génicas y por ende, carezcan de quiasmas.
Cuando los cromosomas X y Y se encuentran unidos en ambas PAR presentan la forma de un anillo,
pues, se encuentran unidos en ambos extremos; sin embargo, esta ultima situacién es poco comuin
(Speed y Chandley, 1990). '
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= El limite prokimél'de fa PAR2 esta marcado por repéticiones de tipo LINE, seguidas por una region

que no presénta homologia detectable (Kvaloy y cols, 1994).

Durante la profase meiética se da el apareamiento, sinapsis y la formacién del CS entre los cromosomas
v homologos. En los cromosomas sexuales, el inicio del apareamiento y el entrecruzamiento obligatorio se

- llevan a cabo en la PAR1, y de manera ocasional en la PAR2 (Rappold, 1993).

Burgoyne (1982) hipotetizé que el apareamiento entre los cromosomas X y Y era un pre-requisito para
completar la meiosis masculina. Asi en humanos, los individuos masculinos que no presentan
apareamiento X-Y son estériles. Una frecuencia de recombinacion reducida conduce a una segregacion
incorrecta y a individuos aneuploldes, 47, XXX o 47 ,XXY (Hassold y cols, 1991). En los individuos con
sindrome de Klinefelter (47,XXY), los tibulos seminiferos atrofiados contienen sélo células de Sertoli
conduciendo a esterilidad. Sin embargo, la mayoria de los individuos masculinos con 47, XYY son fértiles.
Estudios realizados en biopsias de testiculo sugieren que el cromosoma Y extra se pierde en la linea
germminal durante estadios meiéticos tempranos. Sin embargo, algunas células XYY entran a meiosis
mostrando un X no apareado y un bivalente YY (Speed y Chandiey, 1990). Estudios con FISH han
revelado una incidencia de espermas disbmicos YY de 1% y espernmas XY de 0.3% en estos individuos,

la cual es considerablemente mayor que !a observada en sujetos normales (Blanco y cols, 1997).

Ocasionaimente el entrecruzamiento obligatorio X-Y ocurre fuera de ia PAR1 (recombinacién ilegitima);
en este caso, el factor determinante del testiculo (SRY), el cual se localiza a sélo 5 kb proximal al limite
de la regiébn pseudoautosdmica, PABY, puede ser transferido al cromosoma X. Este evento de
entrecruzamiento ilegitimo resulta en individuos 46,XX quienes muestran un fenotipo masculino, varones
XX (Page y cols, 1985; Petit y cols, 1987). El producto reclproco es un cromosoma Y que carece del gen

SRY, tal como se encuentra en algunas mujeres con disgenesia gonadal pura XY (Levilliers y cols, 1989).

En un hombre infértil con una delecion en los brazos cortos de su cromosoma X (ausencia de PART) la

espermatogénesis fue arrestada en estado de espermatocito primario y los cromosomas sexuales no
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aparearon; éste resultado implica que aunque hay homologla y secuencias de intercambio en los
telémeros de los brazos largos, estos no pueden substituir la actividad de la PAR7 que conducen a la
formacion del quiasma funcional entre los cromosomas sexuales que es necesario para completar

exitosamente {a meiosis (Mohandas y cols, 1992).

El comportamiento adecuado de los cromosomas sexuales y autosdmicos, aunado a eficientes puntos de
control y exacto desarrollo de los elementos que conforman el proceso meidtico permiten la culminacién
exitosa del ciclo. Sin embargo, en raras ocasiones puede existir alguna falla que origine la inviabilidad de

las células o bien la formacion qe gametos aneuploides.
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1.4 ANEUPLOIDIA EN ESPERMATOGENESIS

La aneuploidia se define como la pérdida o ganancia de cromosomas individuales y es el resultado de
una segregacion cromosémica incorrecta que puede ocurrir tanto €n meiosis como en mitosis. Cuando
falla la segregacion de los dos homdlogos en la anafase | de la meiosis, ambos homdlogos se puede ir
hacia un mismo polo, mientras e! polo opuesto queda privado de cualquiera de los dos; esto es la no
disyuncidn en la MI. De forma analoga, cuando dos croméatidas hermanas no se separan en la anafase de
la MIl, se denomina no disyuncién de la division {l (Figura 6). Asl, la no-disyuncién se refiere a cualquier
proceso que causa que 2 cromosomas se dirijan a un mismo polo cuando ellos deberian segregar a
polos opuestos . En todos los casos el resultado de una no-disyuncién es la produccién de aneuploidlia

(Miller y Therman, 2001).

Tipicamente, tales errores son referidos como no-disyuncion; sin embargo, existen varios mecanismos
que originan una segregacion incorrecta. Las fallas para resolver los quiasmas entre los cromosomas
homologos en la anafase | resultan en una verdadera no-disyuncion, donde ambos homdlogos segregan
juntos. Ademas, la resolucidn prematura de los quiasmas o la falla para establecerlos entre un par de
cromosomas homdlogos puede resultar en la segregacion independiente de los homdlogos en la MI, lo
cual conduce a un error si ambos cromosomas segregan hacia el mismo polo en el huso de la Ml
Finalmente un error en la meiosis | puede también implicar ta segregacién de croméatidas hermanas en
lugar de la de cromosomas homoélogos, esto ocurriria por una separaciéon prematura de las croméatidas
hermanas en la primera divisién (pérdida de la cohesién), resultando en la segregacién de un cromosoma
completo y una croméatida sencilla hacia un polo y la cromatida restante hacia el polo opuesto (Figura 7).
Por ofro lado, comoe ya se menciond los errores que originan una no-disyuncién en Mii llevan a una falla

en la separacion de las cromatidas hermanas (Hassold y Hunt, 2001).

Los eventos que pueden originar una no-disyuncion se pueden observar en la tabla 5. Sin embargo,

dentro de esta gama de defectos el de mayor interés para el presente trabajo esta relacionado con la
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Figura 6. Meiosis normal y no disyuncion en Ml y MIl (Modificado de Moore y Best,2001)
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Figura 7. Posibles mecanismos que originan una segregacion incorrecta durante meiosis
(Tomado de Hassold y Hunt, 2001).
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resultado de sus errores (Modificada de

- ESTADO

EVENTOS MEIOTICOS

RESULTADO DEL EVENTO
MEIOTICO TRUNCADO

bouquet; cada uno de los pares
cromosoémicos con sus elementos
laterales: inicia sinapsis

Leptotene Los cromosomas llegan a ser|Degeneracion de las células
visibles; los elementos laterales | germinales; algunas veces no-
comienzan a formarse disyuncién

Zigotene Los cromosomas forman el [Degeneracién de las células

germinales; algunas veces no-
disyuncion.

Paquitene temprano

CS totalmente formado: Nédulos
de recombinacién tempranos en
el elemento central

Ausencia de entrecruzamiento los
cromosomas permanecen como
univalentes.

Paquitene tardlo Entrecruzamiento; nédulos de|Debido a la ausencia de los

recombinacién tardios quiasmas lo que deberia ser
bivalente es univalente.

Diplotene Los homologos se repelen uno | Univalentes mas visibles que en
del otro hasta que son | los estados tempranos
mantenidos juntos sélo por los
quiasma

Metafase |, Una ordenada segregacion de los | Los univalentes pueden sufrir no-

Anafase |, cromosomas es un pre-requisito | disyuncion, pérdida, division

Met?fase I, para una correcta gametogénesis | incorrecta, separacién prematura

Anafase Il.

de las cromatidas hermanas; las
anormalidades del huso
interfieren con la segregacion
cromosoémica.

Como se ha mencionado anteriormente una correcta segregacion en la meiosis | se asegura por los
eventos de recombinacion que dan crigen a un entrecruzamiento y culminan con ta formacion de un
quiasma (Koehler y cols, 1996). Sin embargo, existen factores adicionales que aseguran la disyuncién,
como son los elementos que brindan la cohesidn, la cual se presenta en las regiones proximales a ios

entrecruzamientos y esencialmente a nivel centromérico (Bickel y Orr-Weaver, 1996).

Ademas, existe una importancia funcional de la posicién de los quiasmas; de esta manera, los
intercambios que daran origen a fos quiasmas no son suficientes para una correcta segregaciéon y para

algunos cromosomas una posicion especifica es relevante. Esta posicién se relaciona con un balance



63

entre una unién correcta del bivalente y una adecuada resolucion del quiasma y de sus elementos

adjuntos, tales como la cohesién (Koehler y cols, 1896).

Los intercambios pueden encontrarse en la region proximal, media o distal; generalmente los
intercambios que aseguran una correcta disyuncién presentan una posicion entre los teldmeros y
centrémeros, es decir entre una posicion proximal-media. Esta posicidon, ademas de la relacion con la
eucromatina, se relaciona también con la resolucién de los intercambios, ya que, se propone que los
intercambios muy distales son enlazados por poco material cromosémico y que la resolucion del quiasma
cuando se inicia la liberacion de las CH resulta en una separacidn precoz de los centrémeros
homélogos y por otra parte, los quiasmas muy proximales (pericentroméricos) también podrian estar
relacionados con una unién tan estrecha que impediria la resolucién del bivalente. A los bivalentes que
presentan posiciones muy distales o proximales se les ha denominado configuracion quiasmatica

suceptible a no-disyuncién (Koehier y cols, 1996; Lamb y cols, 1897; Hassold y cols, 2000).

La no-disyuncion en humanos se ha estudiado principalmente en los productos trisbmicos. Es la
anormalidad cromosémica mas comun y se presenta en al menos 0.3% de todos los recién nacidos vivos.
Las aneuploidias vistas al nacimiento estan restringidas a los cromosomas sexuales y a las trisomias de
los cromosomas 13, 18 y 21. En abortos espontaneos la aneuploidia se presenta en un porcentaje mayor
que corresponde al 35% (Koehler y cols, 1986). Se ha sugerido que 5% de todas las concepciones son

aneuploides (Hassold y Hunt, 2001).

Los principales estudios para investigar las causas que originan las aneuploidias se han llevado a cabo
en pacientes con trisomia 21. Se ha observado que predominan los errores en la meiosis materma en
un 90% de todos los casos. De este 90%, aproximadamente el 70% son errores originados‘en aMiyel
25% en la MIl. El porcentaje restante se divide en las trisomlas de origen paterno, con un error
principalmente en la Mil y aparentemente 5% se deben a no-disyuncién mitética. Las otras trisomlas que

se han estudiado muestran un origen variable (Koehler y cols, 1996; Savage y cols, 2000). (Tabla 6).
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Tabla 6. Origen de la no-disyuncién en las aneuploidias humanas (Modificado de Hassold y cols, 2000;
Miller y Therman, 2001; Hassold y Hunt, 2001).

Cariotipo Paterna Materna Post-cigotica Recombinacién
Ml MIl M Mt
Trisomia2 {28 - 54 13 6
Trisomia 13 12 60 28 - Reducida
Trisomia 16 [o} 100 - - Reducida
Quiasmas distales

Trisomia 18 3 26 59 12 Reducida

Quiasmas proximales
Trisomia21]| 3 5 65 23 3 Reducida y quiasmas distales en Ml

Incremento y quiasmas proximales en Mil

Trisomia22| 3 - 94 3 - Reducida
45X 80 20 -
47 XXX - 6 60 16 18 Reducida o incremento en regién

pericentréomerica en Mi
47 XXY 46 - 38 14 3 Reducida

2/3 par XY aqui atico en Ml paterna

Como se observa en la tabla anterior los errores en la segregacion meiética son mas frecuentes en la
meiosis femenina, que en la masculina. Esto puede estar relacionado con el hecho de que, a diferencia
de los espermatocitos y las células de levadura, la mayoria de los ovocitos se arrestan en un punto de la
M! o MIL. La falta de un punto de chequeo en metafase durante 1a meiosis | de los ovocitos puede ser la
causa de la elevada frecuencia de errores meidticos en la ovogénesis comparados con los ocurridos

durante la espermatogenésis.”

Las trisomias originadas en la Ml matema presentan una marcada reduccién en la recombinacién. Sin
embargo, esta reduccién no se presenta de manera azarosa. Por ejemplo, en los cromosomas 16y 21 la
recombinacion distal es normal, restringiendo la reduccién en la recombinacién a las regiones
proximales. De esta forma, puede ser que al menos para las trisomias autosdmicas maternas de la M|, la
ausencia de quiasmas en la region proximal incremente el riesgo de no-disyuncién, pues, si los
intercambios fueran soélo distales aumentaria {a probabilidad de una separacion prematura debido a falta
de cohesion centromérica en el bivalente durante la anafase | (Lamb y cols, 1997; Hassold y cols, 2000).

A pesar de que los eventos relacionados con la recombinacidn se presentan en la M1, éstos pueden estar
relacionados con los errores a nivel de la Mil. En la Mil, al contrario de la MI, Ias fallas se relacionan con

un incremento en la recombinacion, afectando también su distribucion, ya que, en comparaciéon con la M
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normal, ésta se presenta con mayor frecuencia en las regiones proximales (Lamb y cols, 1997; Hassold y

cols, 2000).

Cuando en la Ml ocurre una recombinacién defectuosa, la segregacion es incorrecta desde la M1 y afecta
por lo tanto a ta MIl. Quiza los quiasmas proximales predispongan a un super-enlazamiento en la Ml que
evita que se separe el bivalente pasando intacto hacia la placa metafasica Il. En la segunda division el
bivalente se divide reduccionalmente, resultando en un gameto disdmico. El resultado sera un gameto
con un cromosoma adicional que presentard dos centromeros idénticos siendo monitoreado como un
error ocurrido en la MIl, aunque en realidad, el origen de la anormalidad fue en la M! (Figura 7). Esto
implica que los errores en la Mil pueden ser muy raros en los humanos (Koehler y cols, 1996; Hassold y

cols, 2000).

Estudios con FISH en esperma humano para detectar aneuploidias de un grupo de cromosomas
autosdmicos: 1, 2, 4, 9, 12, 15, 16, 18, 20, 21 y de los cromasomas sexuales mostraron que a pesar de
que todos lo cromosomas presentaron predisposicion a la no-disyuncion, la frecuen_cia de ésta varia a
través de los diferentes cromosomas. Los cromosomas sexuales y el cromosoma 21 presentaron una
frecuencia mayor de disomia comparada con el resto de los cromosomas autosdmicos estudiados. De
esta manera se propuso que aunque todos los cromosomas pueden estar predispuestos a la no-

disyuncion, no todos muestran ia misma frecuencia de ésta (Spriggs y cols, 1996).

Otros aspectos relacionados con no-disyuncién son los efectos de edad, ya sea, materno o patemo. El
efecto de edad materna tiene una importante repercusion en la produccion de aneuploidias, mientras que

el efecto de edad paterna pareceria ser pequeiio en la incidencia de no-disyunciéon (Miller y Therman,
2001).
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EFECTO DE EDAD PATERNA EN LA NO-DISYUNCION

Como ya se menciond las trisomias son la anormalidad cromosémica mas comun en los recién nacidos
vivos y aunque las trisomias autosémicas (21,18 y 16) son primariamente de origen materno, las
aneuploidias de los cromosomas sexuales como el Sindrome de klinefelter (47,XXY), Sindrome de

Turner (45,X) y XYY tienen una importante contribucién paterna (Hassold y cols, 1993).

£n humanos ha sido bien establecido que existe una relacion entre la incidencia de trisomlias y la edad
materna avanzada. Las mujeres entre 20-25 afios de edad presentan un 2-3% de productos trisémicos,
comparando con un 30% o un porcentaje mayor, en las mujeres que se encuentran en la cuarta década
de la vida. En contra parte en los hombres un posible efecto de edad paterna avanzada parece

controversial (Martin y Rademaker, 1987; Guttenbach y cols, 1997; Hassold y Hunt, 2001).

Griffin y cols (1995) a través de estudios de FISH en esperma humana demuestran que existe una
relacién entre la incidencia de disomias de los cromosomas sexuales (XY, XX, YY) y la edad paterna
avanzada, sugiriendo que los individuos de 50 afios o mas tienen una probabilidad dos veces rﬁayor de
producir espermas con una aneuploidia de los cromosomas sexuales que aquellos individuos que se

encuentran en sus veinte aros.

Debido a que la disomia puede ser producida durante la meiosis | o la meiosis Il, estarian implicados
diferentes mecanismos relacionados con la edad, aunque, las causas del origen de estos eventos no han
sido esclarecidas. Dentro de tas posibles causas para explicar el efecto de edad en la disomia XY, Griffin
y cols (1895) sugieren que la disomia, mas que asociarse con una recombinacidn aberrante, se debe a
la inhabilidad relacionada con la edad avanzada para segregar bivalentes aquiasmaticos o a los
bivalentes con una distribucidn de entrecruzamiento alterada, es decir, la recombinacién quiza no sea
afectada por el incremento de edad, pero que se vea comprometida la habilidad del tesiculo viejo para

segregar a los diferentes tipos de configuracién o a detener 1a meiosis en presencia de univalentes

aquiasmaticos.
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Por el contrario, Lowe y cols (2001) en estudios realizados en padres de nifios con sindrome de
Klinefelter mostraron que existe un efecto de edad avanzada, ya que, la frecuencia de aneuploidia de los
cromosomas sexuales XY es mayor conforme avanza la edad de los individuos masculinos. A diferencia
de lo propuesto por Griffin y cols (1995), sugieren que la asociacion entre la edad y el esperma XY se
puede relacionar con los aspectos especiales del apareamiento y la recombinacién de jos cromosomas

sexuales durante la meiosis masculina.

Estudios que apoyan la propuesta de Lowe y cols (2001) fueron realizados desde 1991 por Hassold y
cols. demostrando que los individuos 47,XXY con no- disyuncién paterna en Ml, muestran una reduccion
en el entrecruzamiento en 1a PAR1 y en la mayoria de los casos no se detectdé entrecruzamiento entre
los cromosomas X y Y. Adicionalmente, en individuos que presentan una delecion distal en Xp los
cromosomas sexuales son univalentes en la metafase | y el desarrollo se detiene entre la metafase 1-1l en
la mayoria de las células germinales, consistente con la presencia de azoospermia en estos individuos

(Mohandas y cols, 1992).

En general las anormalidades en el apareamiento XY en el ratén y en el humano generan un paro en la
espermatogénesis y esto se asocia con la muerte de las células germinales y también con la esterilidad
masculina. Esto sugiere que la consecuencia de la falla en el apareamiento XY sea la muerte celular mas
que el incremento de la no-disyuncién (Tomado de Hassold y cols, 1991). Esto es demostrado por el
hecho de que en la meiosis masculina, los gametos que son producto de una mala segregacién de los
cromosomas sexuales y originan células XY y nulisoricas representan sélo el 4% (Koehler y cols, 1996).
Mientras que cuando se estudian espermatocitos primarios en diacinesis-metafase 1, el nimero de

células que presentan a los cromosomas sexuales como univalente es mayor (Speed y Chandley, 1990).
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Il OBJETIVOS
= Estudiar el comportamiento de los cromosomas sexuales humanos durante la meiosis masculina.

= Describir el estado de condensacion del cromosoma Y humano en las células meibdticas y somaticas

obtenidas de biopsias testiculares de 3 individuos fértiles afiosos.

= Establecer la frecuencia de no-asociacién entre los cromosomas sexuales y autosomas en diacinesis-

metafase | en 3 individuos afiosos para conocer si existe efecto de la edad.
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fl MATERIALES Y METODOS

La meiosis masculina se estudio a partir de células obtenidas de fragmentos de biopsia de testiculo de 3
individuos fértiles de 70 a 86 afios, sometidos a orquidectomia profilactica como parte del tratamiento det

carcinoma prostatico.

IIl.1 Técnica para obtener células meidticas de testiculo humano (Modificaciéon de la de Evans y cols,

1964).

= Mantener un fragmento de testiculo con un volumen de 20 a 30 mm® en una solucion hipoténica de
citrato de sodio al 1% (ver apéndice) a 37 °C durante 30 a 60 minutos.

« Colocar el testiculo en una caja Petri y cortar finamente a fin de que las células de los tibulos
seminiferos queden en la suspension.

= Transferir la suspension celular a un tubo conico de centrifuga de 15 ml. Eliminar los remanentes de
tejido dejando sedimentar la muestra por 1 6 2 minutos.

« Centrifugar la suspensién celular a 1500-2000rpm durante 10 minutos. Decantar el sobrenadante y
resuspender cuidadosamente ei botén con un pequerio volumen del residuo de la suspension.

= Fijar las células gota a gota con una solucién de Camoy frio, (metanol absoluto-acido acético glacial
3:1 ). Cuando las células y |a suspensién se mezclan adicionar de 5 a 6 ml de fijador.

= Dejar reposar las células fijadas durante 30 minutos a temperatura ambiente.

= Centrifugar la suspensién a 1500-2000rpm por 10 minutos. Decantar el sobrenadante y resuspender
el botén con un volumen pequedio del sobrenadante.

= Preparar las laminillas con la técnica de secado al aire. Usar el contraste de fases para checar la
calidad y la concentracién de las células y diluir o concentrar la suspensién de acuerdo a lo
observado. Las laminillas secadas al aire pueden ser tefiidas inmediatamente con solucién de

Giemsa o guardarse a —20°C en atmasfera de N, ﬁara usarse posteriormente.
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Esta técnica sencilla y rapida permite obtener preparaciones de alta calidad que pueden ser analizadas a

través de citogénetica convencional y /o de técnicas de hibridacion in situ, FISH.

111.2 Técnica de hibridacién in situ con sondas para el pintado total del cromosoma Y (WCP de VYSIS).

Preparacion de la sonda

Mezclar a temperatura ambiente 7 ul de solucion amortiguadora de hibridaciéon WCP, 1 ul de la sonda
WCP de! cromosoma Y marcada con Spectrum Orange (Vysis) y 2 pl de agua.

Centrifugar durante 1-3 segundos, agitar en el vortex, y centrifugar nuevamente.

Calentar durante 5 minutos en bafio Maria a 73 °C. Colocar el tubo con la solucién de hibridacion en

un termo bloque a 45 — 50 °C.

Preparacién de la laminilla con la muestra cromosomica

Marcar con un lapiz diamante e! area de la preparacién cromosémica en donde se realizara la
hibridacion.

Sumergir |a laminilia en la solucién desnaturalizante (70% Formamida/2XSSC) (ver apéndice) durante
5 minutos. La temperatura debe ser 73 °C * 1°C. Si la morfologia de los cromosomas no es 6ptima,
una temperatura de desnaturalizacién de 70°C da mejores resultados.

Deshidratar 1a laminilla durante un minuto en el etanol al 70%, un minuto en el etanol al 85% y un
minuto en el etanol al 100% (ver apéndice) a =20 °C.

Secar la laminilta.

Colocar la faminilla sobre un termo bloque a una temperatura de 45 °C -50 °C por no mas de 2

minutos.

Solucion de hibridacion.

Tomar de fa solucién de hibridacion 10 pl por muestra y precalentar por 5 minutos en bafio Marla a

73 °C. Sacar el tubo del bafio y colocario en un termo bloque a 45 - 50 °C.
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Hibridacion.
; Aplicéf 10 pt dé la mezcla de la sonda sobre la laminilla y poner el cubreobjetos inmediatamente.

; Permitir que la solucnén de hibridacién se distribuya a lo largo de la muestra presionando ligeramente,

para eliminar Ias burbujas.

: v‘Se|Iar el cubreobjetos con cemento de goma (Cemento Iris).

: Colocar fa laminilla en una camara hiumeda pre - calentada a 37 °C. Incubar durante 4-16 horas o

tpda la noche.

Lavados pos-hibridacién (método tradicional)

Preparar § vasos coplin con las siguientes soluciones: los primeros 3 con una solucién de
formamida 50%/2XSSC, el cuarto con una solucion 2XSSC y el quinto con una solucién 2X8SC/0.1%
NP 40 (ver apéndice).

Mantener los § vasos en bafio Maria a una temperatura de 45-47 °C durante al menos 30 minutos
antes de su uso.

Etiminar e! cemento de goma del cubreobjetos con unas pinzas e inmediatamente poner la laminilla
en la primera solucién de lavado de formamida 50%/2XSSC, agitandola para eliminar el cubreobjetos;
el cual quedara en el vaso. Lavar durante 10 minutos en cada una de las 3 soluciones con
formamida.

Para el cuarto lavado la laminilla se introduce en {a solucion de 2XSSC durante 10 minutos y el quinto
lavado en la solucién 2XSSC/0.1% NP 40 por sdlo 5 minutos.

Secar la laminilla a! aire en 1a obscuridad.

Aplicar 10 ul de la solucién de contratincién DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) al darea marcada en la
laminilla y colocar un cubreobjetos.

Guardar las taminillas a —20 °C en la obscuridad.
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Lavados pos-hibridacién (método rapido)

Preparar 2 vasos doplin con las siguientes soluciones: El primero con 0.4XSSC (ver apéndice) en un

bafio Maria a 73 °C + 1 °C durante al menos 30 minutos. El segundo con 2XSSC/0.1% NP-40 a

temperatura ambiente.

= Quitar el cemento de goma y el cubreobjetos y colocar la laminilla en la primera solucién (0.4XSSC)
agitandola durante 1-3 segundos. Si la intensidad de la sonda es baja reducir la temperatura de
lavado a 70 °C.

= Lavar las laminillas en la segunda solucién 2XSSC/0.1% NP- 40 a temperatura ambiente durante 5
segundos a 1 minuto, agitando durante los primeros segundos.

= Proceder de igual manera que en los lavados con formamida para la contratincién y montaje de las

laminillas.

Las laminillas se analizaron en un microscopio Laboriux de Leitz con lampara de mercurio de 100 watts
utilizando un filtro de triple banda y filtros monobanda para rojo. Algunas preparaciones fueron
fotografiadas utilizando la cadmara integrada al microscopio con pellcula de color asa 400, con un

aumento 10X 100X, utilizando tiempos de sobre exposicion.

Las preparaciones con FISH se realizaron sélo para el paciente (T1) y se usaron para compararias con

los estadios observados en las preparaciones tefidas con Giemsa.

Se analizaron 100 diacinesis-metafase | en las preparaciones tefiidas con Giemsa para cada uno de los
individuos (T1, T2 y T3). Se evalu6 la asociacién y no asociacién en las regiones PAR1 / PAR2 de los

cromosomas sexuales, asl como la asociacion y no asociacion de los autosomas.
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IV RESULTADOS

En las preparaciones tefidas con Giemsa de un paciente (T1) se realizé un andlisis para identificar cada
una de las etapas de la meiosis masculina y compararias con el analisis realizado en las preparaciones

hibridadas con la sonda para pintado del cromosoma Y.

En las figuras 8 (A - |) se muestran los diferentes estadios de la meiosis masculina desde metafases de
espermatogonias hasta espermas maduros y algunas células de Sertoli, en preparaciones tefiidas con

Giemsa y en preparaciones hibridadas con la sonda para pintar al cromosoma Y.

En el analisis del comportamiento del cromosoma Y en las células germinales del testiculo adulto se
observo lo siguiente:

En aquellas espermatogonias que entran en el proceso meiético la cromatina del cromosoma Y inicia un
periodo de condensacién gradual, a través de leptotene y zigotene alcanzando su maxima expresion
durante paquitene, en donde la cromatina del cromosoma Y se condensa y compacta formando parte de
fa vesicula sexual o el cuerpo XY (Figuras 8 A-C). En este estadio existe una diferencia citoldgica entre
1la morfologia que representa el cuerpo XY y los cromosomas autosémicos, los cuales se encuentran

alargados.

En los subsecuentes estadios, diplotene, diacinesis-metafase 1, 1a sefial del cromosoma Y continua
condensada y puede observarse una figura meidtica semejante entre los cromosomas sexuales y los
autosdmicos, con la diferencia de que los primeros se unen por un solo quiasma en una unién término-

terminal por sus brazos cortos (Figuras 8 D-E).

En las células que se encuentran en metafase |, las espermatidas y los espermatozoides, se muestra
una sefal condensada del cromosoma Y (Figuras 8 F-H). A diferencia de los ultimos estadios y fases
meidticas presentes en los espermatocitos, en las células somaticas del testiculo, las células de

Sertoli, se presenta una decondensacién del cromosoma Y (Figura 8 - ).



Figura 8. Células meiéticas tefiidas con Giemsa y pintado del cromosoma Y con WCP Y (VYSIS).
A. Metafase de espermatogonia. B. Zigotene. C. Paquitene. D. Diacinesis temprana.




Figura 8. Células meidticas tefiidas con Giemsa y pintado del cromosoma Y con WCP Y (VYSIS).
E. Diacinesis tardla. F. Metafase ll. G. Espermatidas. H. Espermatozoides.




Figura 8. 1. Células de Sertoli tefiidas con Geimsa y pintado del cromosoma Y con WCP Y (VYSIS).
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En la tabla 7. se muestran los resultados del analisis de 100 diacinesis-metafases | en 3 individuos

adultos para evaluar la presencia de cromosomas univalentes, con especial referencia al par sexual.

Tabla 7. Resultados del andlisis de 100 diacinesis — metafase | en preparaciones de 3
individuos.

PACIENTE T T2 T3

Edad (aflos) 81 86 70

Asociacion Xp-Yp 86% 96% 89%

Asoclacion Xp-Yp/Xg-Yq 3% ‘ : 0%

X-Y no asociados 14% ' N ;4;’:.- ':,_:;1'11% 3

Cromosomas grupo G no asociados G%F o 113% Ll B 7%

Otros autosomas no asociados 1% b% ‘ 4%

En las Figuras 9 A-E se muestran diacinesis-metafases | en donde se observan cromosomas sexuales

bivalentes y univalentes.

En el estadio de diacinesis se lleva a cabo la terminalizacién quiasmatica representada por la union de
los telbmeros en las regiones terminales, observandose una configuracién diferente entre los
cromosomas autosoémicos y los cromosomas sexuales que al presentar un sdlo quiasma en Xp-Yp
forman una estructura asimétrica (Figura 8 A). En una muy baja proporcién de células se observo que al
tgual que los autosomas, los cromosomas sexuales pueden mostrar una estructura simétrica debido a la
formacion de dos quiasmas, uno en Xp-Yp y otro en Xq-Yq (Figura 9 B). Como contraparte, en

aproximadamente 10% de las diacinesis — metafases | existe ausencia de quiasmas tanto en Xp-Yp



Figura 9. Células meidticas durante el estadio diacinesis-metafase | tefiidas con Giemsa y pintado
del crosoma Y con WCP Y (VYSYS). A. Asociacion Xp — Yp. B. Asociacion Xp — Yp / Xq -Yq.
C. X-Y no asociados. D. Autosomas no asociados. E. Asociacién Xp — Yp, hibridacién con WCP Y.
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como en Xqg-Yq, encontrandose una separacion de los cromosomas sexuales (Figura 9 C). La falta de
asociacién entre cromosomas autosémicos también fue observada, predominando en los cromosomas
mas pequenos, que generalmente presentan un quiasma Unico, el cual al no presentarse origina la
formacion de cromosomas univalentes (Figura 8 D). La asociaciéon Xp — Yp en la PAR1 con hibridacion
con WCP — Y forma una estructura asimétrica comparada con la estructura simétrica de los autosomas

dada por la terminatizacion quiasmatica (Figura 9 E).
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V DISCUSION Y CONCLUSIONES

Particular interés se ha puesto en la relacién que guarda el comportamiento de los cromosomas en la
recombinacion meidtica y los errores producidos durante la segregacién cromosomica que conducen a
gametos aneuploides. A pesar de que los mecanismos de segregacidn son los mismos en las meiosis
femenina y masculina, en los humanos existen algunas diferencias sexo especificas, principaimente en
los tiempos y duracién del proceso. Una diferencia fundamental radica en la detencidn de la meiosis
femenina al final de la primera profase meidtica, en el estadio de dictiotene, lo cual la hace mucho mas
propensa a errores al suprimir el punto de control en la transiciébn metafase-anafase I. A pesar de que es
bien conocido el efecto de la edad materna en la incidencia de trisomlias, las causas que las originan atin
no se han dilucidado. Sin embargo, estudios recientes sefialan una participacién importante de la
recombinacidon meiética en la segregacion correcta, al demostrar una alta incidencia de cromosomas
aquiasmaticos en productos con trisomia 21 tanto en madres jévenes como afosas. Esto llevd a postular
que en las madres aflosas ademds existen otro tipo de alteraciones, principalmente en la organizacion
de los microtubulos y en los complejos de cohesinas 1o que aumentaria la posibilidad de errores en la

segregacion cromosdmica (Hassold y cols, 2000; Heemst y Heyting, 2000; Hassold y Hunt, 2001).

Por otra parte la contribucidn paterna en la produccion de trisomlias de autosomas es minima comparada
con la materna, no asi en la produccién de individuos 47,XXY donde se ha observado una contribucién
equitativa y un efecto de edad en ambos sexos (Koeheler y cols, 1996; Hassold y cols, 2001; Moore y

Best, 2001). Es por ello que el estudio del comportamiento de los cromosomas sexuales durante la

meiosis masculina resulta relevante.

La utilizacion de técnicas de citogenética molecular, en particular el pintado de cromosomas se ha
utilizado para estudiar el comportamiento meiético de los cromosomas sexuales (Speed, 1993; Kofman y
cols, 1994; Armstrong y cols, 1994). En este trabajo el pintado del cromosoma Y mediante FISH nos
permitid hacer un anélisis de su comportamiento con base a su estado de condensacién en cada uno de

fos estadios de la meiosis e incluso en las células somaticas del testiculo adulto.



77

"En el testiculo de individuos adultos, se puede observar la presencia de decondensacidn del cromosoma
2Y eﬁ las células de Sertoli (Figura 8 - 1), paralela a la condensacion del cromosoma Y en las células
~fgt;‘rminales. la cual se lleva a cabo durante el estadio de paquitene al formarse la vesicula sexual o
féuei'po XY (Figura 8 C). La extensién de 1a cromatina del cromosoma Y en las células de Sertoli sugiere

géctividad génica del cromosoma Y en estas células de soporte, lo que permite proponer que éste sea un

‘' mecanismo compensador a la inactivacion de los cromosomas sexuales en el cuerpo XY, apoyando que
exista un control ejercido por las células de Sertoli sobre la espermatogénesis, tal como ha sido sugerido

por Speed y cols (1993).

La conexidn funcional establecida entre las células germinales y las células de soporte en relacién con la
actividad del cromosoma Y, puede estar relacionada con la actividad meidtica testicular que se alcanza a
partir de la pubertad, ya que, de acuerdo a lo reportado por Speed y cols (1993), en individuos recién
nacidos y preptiberes la cromatina del cromosoma Y se encuentra altamente condensada en las células
de Sertoli, mientras que en los individuos puberes y adultos se encuentra decondensada, como ya se
menciond. De esta forma, el control sobre algunas facetas de la espermatogénesis quiza no sea
auténomo de las células germinales, y mas bien, podria emanar de las células de Sertoli que forran las

paredes de! tabulo, mostrando una cercana interdependencia con las células geminales.

En zigotene los cromosomas X y Y estan elongados y delgados, sugiriendo que este evento es un
prefrequisito para e! apareamiento y el entrecruzamiento en las regiones pseudoautosémicas (Figura 8
B). Por el contrario, en paquitene, los cromosomas sexuales se compactan en el cuerpo XY (Figura 8 C),
lo cual pareceria ser esencial para evitar la recombinacion ilegitima entre secuencias no homélogas.
Cuando el apareamiento y la recombinacion se dan correctamente, se forma el quiasma obligado,
observandose la estructura lineal caracteristica de los cromosomas sexuales unidos por los extremos de
sus brazos cortos en la diacinesis-metafase | (I;‘igura 8 D-E y 9 A), lo que permite que la

espermatogénesis concluya exitosamente.




78

Se ha hipotetizado que el apareamiento entre los cromosomas X y Y es un prerrequisito para que la
meiosis masculina pueda completarse. En los humanos, individuos que carecen de apareamiento y
recombinacién X-Y son estériles y una recombinacibn reducida o© anormal en la region
pseudoautosdmica Xp y Yp en individuos 47, XXY de origen paterno, se ha asociado con una segregacion
incorrecta produciendo individuos aneuploides (Hassold y cols, 1991; Mohandas y cols, 1992). Esta
premisa es también valida para los esfrores maternos implicando tanto a los cromosomas sexuales como
a los autosomas 15, 16, 18 y 21 que también mostraron reduccién en la recombinacion comparada con
los individuos normales (Koeheler y cols, 1996). La reduccion de la recombinacion se debe a ausencia
total o a un nimero reducido de intercambios. De esta forma se estima que cerca de 70% de los casos
47 XXY patemos resultan de una meiosis donde el bivalente XY falla para aparear o recombinar (Hassold
y cols, 1991). De Igual forma, los casos de trisomia 21 materna aquiasmaticos representan
aproximadamente el 40% (Lamb y cols, 1997). Estos hallazgos son contrastantes con los observados en
una situacion normal, donde existen entrecruzamientos obligatorios, que permiten una adecuada
segregacién de los bivalentes (Koehler y cols, 1996). Por tanto, es importante mencionar que la
formacién de al menos un quiasma obligatorio resulta imprescindible para una correcta segregacién,
sobre todo en aquellos bivalentes como los cromosomas sexuales y os cromosomas acrocéntricos que
forrman parte del grupo G. Estos cromosomas tienen generaimente la capacidad de formar solo un
quiasma, en el caso del par XY, por su limitada regién homdéloga (PAR1) y en el caso de los cromosomas

acrocéntricos por su tamaiio pequefo.

Tradicionalmente el analisis para ver el comportamiento cromosdmico que asegura una segregacion
correcta se realizaba en células en diacinesis, para observar la presencia de bivalentes. Sin embargo, el

analisis de la conducta de los cromosomas X-Y durante el estadio de diacinesis presenta algunos
obstaculos:

En el humano, las células de interés son relativamente inaccesibles; el analisis de los individuos
masculinos requiere de una biopsia testicular, 1a cual no es €tico tomar en individuos sanos. El
andlisis de la meiosis femenina presenta mayor dificultad, ya que, la recombinacién ocurre en el

ovario fetal. Por esta razén, la poca disponibilidad del material limita los analisis citolégicos sobre el
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proceso meidtico, el cual implica a la recombinacién humana. En este trabajo utilizamos tejido
testicular de individuos sometidos a una orquidectomia profilactica como parte del tratamiento de
cancer de prostata.

= Las preparaciones en diacinesis son diflciles de analizar, aun en circunstancias ideales, ya que, la
morfologia cromosémica es subdptima interfiriendo con 1a realizacién de las técnicas de bandeo y por
lo tanto con la identificacién individual de los cromosomas.

= En este estadio el grado de condensacién de los cromosomas es mayor, lo que, impide reconocer

las regiones especificas donde se ha llevado a cabo la formacién de los quiasmas.

El andlisis del apareamiento Xp-Yp en diacinesis-metafase | puede utilizarse como un indicador que
asegura una segregacién correcta de los cromosomas sexuales, ya que, generalmente indica la
formacion del quiasma obligado en la regiobn pseudoautosdémica. En las 300 diacinesis-metafases |
analizadas en las muestras de los 3 individuos aflosos se observé apareamiento Xp-Yp en 90% de las
células, con un apareamiento en ambos telémeros en 2% y separacidn de los cromosomas sexuales en
aproximadamente 10% de las células. Estos datos concuerdan con lo reportado en trabajos previos,
utilizando metodologias similares a !a empleada en el presente trabajo (Hultén, 1974; Laurie y Hulten,
1985; Speed y Chandley, 1990; Armstrong y cols, 1994). Llama particularmente la atencién e! individuo
T2, en donde Gnicamente se encontrd no asociacién Xp-Yp en 4% de las células analizadas. Este dato
permite sefialar que existen variaciones individuales y descartar que la no asociacién sea producto del
proceso metodologico. La presencia de cromosomas univalentes de autosomas fue de 7% en promedio

en los tres individuos estudiados predominando la separacién de los cromosomas del grupo G (Tabla 7).

El efecto de edad paterna en relacion con la no asociacion X-Y de los cromosomas sexuales durante la
primera divisién meiotica fue dificil de evaluar, debido a que no se pudieron obtener muestras testiculares

de individuos jévenes; aun cuando se intentd con muestras de cadaver.

Si comparamos nuestros resultados con el trabajo publicado por Speed y Chandley (1990) en donde la

frecuencia de no asociacién X-Y fue del 14.8% en un grupo control de 6 individuos fértiles con edades de

EETA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTE A
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84, 68, 45, 44, 38 y 29 aflos y no se encontraron diferencias significativas a pesar de la variaciéon de
edad (jévenes vs arosos). El resultado obtenido por Speed y Chandley (1990) del 14.8% de no
" asociacion X-Y durante el estadio de diacinesis-metafase I, es similar a los resultados obtenidos en los
individuos T1 y T3 con 14% y 11% de no asociacion X-Y respectivamente. Con estos datos y el hecho de
que el individuo T2 tenga solo 4% de cromosomas sexuales univalentes pareceria que no existe un

efecto de la edad paterna para la separacion X-Y en diacinesis metafase (.

La frecuencia de no-disyuncion de los cromosomas X y Y durante la meiosis masculina se ha estudiado
mediante un analisis directo en los espermatozoides utilizando FISH. Estos trabajos han demostrado que
los errores ocurren principalmente durante la primera divisibn meidtica, encontrandose células
hiperhaploides (24,XY) con frecuencias que van de 0.08 a 0.34% (Chevret y cols, 1995; Griffit y cols,
1995; Martin y cols, 1995; Spriggs y cols, 1996). De acuerdo con lo ya mencionado, e! apareamiento o
asociacion XY en diacinesis representa la culminacién de! evento de recombinacién obligatorio que tiene
como funcién establecer una segregacion correcta, si éste no se encuentra presente, los cromosomas

sexuales migran de manera aleatoria, 10 que puede originar gametos aneuploides.

Si consideramos el porcentaje de aneuploidia XY reportado en el analisis directo de espermas (Chevret y
cols, 1995; Griffit y cols, 1995; Martin y cols, 1995; Spriggs y cols, 199_6) y lo comparamos con los
resultados obtenidos en nuestro estudio en diacinesis, se observa que la frecuencia de no-disyuncién
determinada por FISH en los espermatozoides es mucho menor que la frecuencia de no asociacién X-Y
encontrada en los estudios en diacinesis. El porcentaje obtenido de no asociacién XY en espermatocitos
primarios pareceria no verse reflejado en la produccién de espermas aneuploides maduros. Esto puede
ser explicado con base en los estudios de Blanco y cols (2001) que demuestran que en células
germinales con aneuploidias para los cromosomas sexuales como 47,XXY 6 46,XY/47 XXY la presencia
de puntos de control, a niveles premeidticos, de espermatocitos primarios, secundarios o espermatidas,
posiblemente arresten a las células anormales originando una eliminacion continua de éstas en 1a linea
germinal a lo largo de la espermatogénesis. Esto ya habla sido sefialado con anterioridad al observar

que la falta de asociacion X-Y en paquitene, ausencia de cuerpo X-Y en individuos fértiles, es un evento
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muy poco frecuente (Armstrong y cols, 1994). Sugiriendo que el punto de control de paquitene elimina a
los espermatocitos que no pudieron establecer correctamente los eventos de recombinacién meiética. Sin
embargo, algunos bivalentes X-Y a pesar de haber recombinado no forman un quiasma estable, ya sea
debido a que los intermediarios no fueron resueltos adecuadamente como entrecruzamientos o
probablemente por defectos en el aparato de segregacion cromosdmica que incluye la formacion del
huso, los cinetocoros y el mantenimiento de la cohesién centromérica entre fas cromatidas hermanas.
Los trabajos realizados con técnicas de FISH multicolor en esperma demuestran un efecto de la edad en
la incidencia de espermas con aneuploidias X-Y. (Griffin y cols, 1995; Guttenbach y cols, 2000). Asl
mismo, Lowe y cols (2001) sefialan este mismo efecto al estudiar el esperma de padres de niflos con

sindrome de Klinefelter de origen paterno en un intervalo de edad de 24 a 57 afios.

De acuerdo con lo reportado en la literatura se puede afirmar que, al menos para los cromosomas
sexuales, tanto los hombres como las mujeres de edad avanzada, presentan una probabilidad mayor de
producir aneuploidias en sus descendientes en comparacion con sus contrapartes mas jovenes(Griffin y
cols, 1995; Guttenbach y cols, 2000; Hunt y Hassold, 2001; Lowe y cols, 2001). Un hecho importante que
explica un obvio efecto de ta edad materna contra un ligero efecto de la edad patema se encuentra
relacionado con los puntos de control durante la meiosis masculina. Como se explicdé anteriormente, atn
cuando existan errores en la recombinacién meidtica y en la adecuada segregacion cromosémica, la
existencia de un estricto control a través de la espermatogénesis diluye el dafio y se observa la formacion
de espermas aneuploides con un porcentaje muy bajo. Este controi establecido en los individuos
masculinos elimina un numero importante de meiocitos primarios en los cuales no se llevé a cabo
adecuadamente la recombinacion, formacién de quiasmas o alineamiento metafasico. Cabe sefialar, que
no ocurre 1o mismo en los individuos femeninos, por o que, en la via materna, donde el control no es tan
riguroso e incluso el punto de control de metafase no existe, se manifiesta un porcentaje mayor de
células aneuploides y por consiguiente el efecto de edad paterna es poco visible en contraparte, con un

efecto de edad materna bien establecido.




Actualmeynte se hanuimpl‘enﬁrentado nuevas técnicas para el estudio de la recombinacion meidtica y sus
implicaciones en la produccion de gametos aneuploides. Entre éstas se encuentran los analisis por
inmun;atincién que favorecen el estudio temporo - espacial de los eventos de recombinacién, por lo que,
estos podrian ser caracterizados en una regidn cromosdmica especifica, cosa que no es posible en
preparaciones en diacinesis. Por ejemplo, se utiliza el andlisis de preparaciones en paquitene usando
anticuerpos contra SPO11 que permite la localizacidn de las rupturas de doble cadena que inician la
recombinacion, anticuerpos contra SCP3 podrian identificar la presencia del CS y anticuerpos para MLH1
los puntos de intercambio meidtico. De esta forma es posible identificar la sinapsis o desinapsis en los
cromosomas autosémicos y en los cromosomas sexuales XY en la PAR1, asl como determinar el

numero Y la localizacion especifica de los eventos de intercambio (Hassold y cols, 2000, Hunt y Hassold,

2001; Tease y cols, 2002).
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Vil APENDICE

'PREPARACION DE REACTIVOS -

';'Solucién 20XSSC (pH 5 3) 500 mi
" 87, 66 g de Nacl
44 11 g de Cltrato de Sodio (NaiCsHsNas072H20)

400 ml_con agua destilada

v"‘AJ'us'!ar" el pH a 5.3 con HCI concentrado
Aforar a 500 ml con agua destilada
' Fiitrar con filtro de 0.45.micras

Almacenar a temperatura ambiente

Solucién 2XSSC 1 litro
100 mi de la solucién 20XSSC
850 ml de agua destilada
: qustar el pH a 7.0~ 7.5 con NaOH
Aforar a 1litro con agua destilada

: Alrr'\alo“énar‘a temperatura ambiente

: Sqlucién 2XSSC/0.1% NP-40 (pH 7.0 —7.5) 1 litro

100 mi de la solucin 20XSSC

850 ml de agua destilada

Agregar 1 ml de NP-40

Ajustar el pH a 7.0 — 7.5 con NaOH
Aforar a 1litro con agua destilada

Almacenar a temperatura ambiente




" Solucién Formamida 50%/2XSSC (pH 7.0 - 8.0) 210 ml

‘ 105 ml de formamida grado ultrapuro
) 21 ml de 20XSSC
84 mi de agua destilada
Ajustar el pH entre 7.0 — 8.0
Almacenar a 4 °C.

Utilizar la solucién s6lo durante siete dias.

Solucién Etanol 70%, 85% y 100%
VIV etanol 100% con agua destilada
Almacenar a temperatura ambiente

Utilizar la solucion sdlo durante siete dias.

Solucion contratincion DAPI I}
125 ng/ml

o1
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