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Introducció 

1.1. Infertilitat masculina d’origen genètic 
La infertilitat afecta aproximadament a un 15% de les parelles en edat reproductiva (De Kretser 

1997). De forma genèrica, les causes associades a la infertilitat masculina són responsables del 

30-50% dels casos (Ferlin et al 2007a) i s’agrupen en quatre blocs: endocrinopaties, anomalies 

gèniques, anomalies en la diferenciació/determinació sexual i anomalies en la producció/funció 

espermàtica (Maduro et al 2003). Així doncs, estem davant d’un trastorn complex en el que 

poden intervenir diferents factors, tant congènits com adquirits (Skakkebaek et al 1994, 

Poongothai et al 2009), i per tant, la seva etiologia sovint es fa difícil de concretar. L’origen 

genètic s’ha pogut identificar en un 15% dels casos (Ferlin et al 2007a), tot i que aquest 

percentatge probablement sigui major. De fet, la recent incorporació de tècniques d’anàlisi, com 

la genòmica, la proteòmica o la metabolòmica, està aportant noves dades sobre l’origen genètic 

de la infertilitat (revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010). 

 

1.1.1. Anomalies cromosòmiques constitucionals 

Les anomalies cromosòmiques somàtiques expliquen entre un 2 i un 8% dels casos d’infertilitat 

masculina. Aquest percentatge s’incrementa fins a un 15% en la població d’individus 

azoospèrmics (Ferlin et al 2007a). Tot i que les anomalies numèriques dels cromosomes sexuals 

són les més freqüents, també presenten incidències significatives les variants i les anomalies 

cromosòmiques estructurals (Mau-Holzmann 2005). En general, la presència d’una línia cel·lular 

anormal es relaciona amb una reducció en la producció d’espermatozoides i amb percentatges 

variables de gàmetes desequilibrats que poden donar lloc a avortaments espontanis o a nadons 

amb cromosomopaties. 

 

A. Numèriques 

Els individus amb la Síndrome de Klinefelter es caracteritzen per presentar línies cel·lulars 

47,XXY; ja sigui en forma pura, és a dir afectant a totes les cèl·lules dels portadors, o en forma 

de mosaic, amb la coexistència de línies cel·lulars 46,XY. Aquesta síndrome és l’aneuploïdia dels 

cromosomes sexuals més freqüent en els individus que consulten per problemes de fertilitat 

(taula 1.1.). La incidència és superior en individus infèrtils (1,7%) que en la població general 

(0,1-0,2%), i arriba al 9-10% en individus azoospèrmics (Foresta et al 2005, Mau-Holzmann 

2005). 

Els pacients Klinefelter sovint presenten un bloqueig de l’espermatogènesi en els estadis inicials 

de la meiosi (Georgiou et al 2006), tot i que s’ha descrit que el 25% dels casos poden presentar 

un percentatge discret d’espermatozoides en el seu ejaculat (Ferlin et al 2007a). 

La majoria d’individus Klinefelter mostren freqüències incrementades de disomies per als 

cromosomes sexuals en els espermatozoides (Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), revisat a 

Sarrate et al 2008). Aquests valors oscil·len entre 0-25% en els individus aparentment no 
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mosaics, i entre 0-7% en individus 46,XY/47,XXY; essent les mitjanes d’un 6% i un 3% 

respectivament. 

L’origen d’aquestes anomalies continua essent controvertit, mentre que els primers estudis 

suggerien que les cèl·lules 47,XXY podien iniciar el procés meiòtic (Skakkebaek et al 1969, Vidal 

et al 1984), estudis posteriors varen demostrar la incapacitat meiòtica d’aquestes cèl·lules (Mroz 

et al 1998, Blanco et al 2001). En aquests cas, es considera que tots els espermatozoides 

deriven de línies cel·lulars euploides 46,XY. La presència d’un microambient testicular anormal, 

probablement relacionat amb un increment de l’hormona fol·liculostimulant (FSH), afectaria la 

segregació cromosòmica d’aquestes cèl·lules (Mroz et al 1998). 

 

 

  Incidència (%) 

Anomalies 

cromosòmiques 

constitucionals Seminograma 

Població 

general 

Població 

infèrtil 

Individus 

azoospèrmics 

Individus 

oligozoospèrmics 

Numèriques 

  Síndrome de Klinefelter 

     

Az, O severa 0,1-0,2 1,7 9-10 0,5-5 

  47,XYY Az-N 0,06-0,1 0,3 0,1 0,3 

Estructurals 

  Translocacions Robertsonianes 

     

Az-N 0,09-0,1 0,8-0,9 0,09-0,2 1,5-1,6 

  Translocacions recíproques Az-N 0,1 0,7 0,5 0,7 

  Inversions no polimòrfiques Az-N 0,01-0,07 0,2 rarament 0,2-0,3 

Taula 1.1. Anomalies cromosòmiques constitucionals més freqüents en poblacions d’individus infèrtils. 
Az: Azoospèrmia, N: Normozoospèrmia, O: Oligozoospèrmia. 
(de la Chapelle et al 1974, Kaiser 1984, De Braekeleer i Dao 1991, Mau-Holzmann 2005, Ferlin et al 2007a, Foresta et al 2005, Walsh et 
al 2009, O’Flynn O’Brien et al 2010) 

 

 

 

Els individus amb un cariotip 47,XYY representen la segona aneuploïdia més freqüent en 

pacients infèrtils (taula 1.1.), amb una incidència del 0,3%; que és entre 3 i 5 vegades superior 

a la descrita en la població general (Mau-Holzmann 2005). Els individus 47,XYY presenten 

seminogrames que van des de la normozoospèrmia fins a l’azoospèrmia (taula 1.1.). En la 

majoria d’aquests individus la fertilitat no es veu compromesa (Gardner i Sutherland 2004), però 

d’altres presenten un quadre sever d’anormalitat (Mau-Holzmann 2005).  

Tot i que alguns estudis han proposat que un dels dos cromosomes Y es perd en els primers 

estadis de l’espermatogènesi (revisat per Rives et al 2003a), altres treballs evidencien la 

capacitat de les cèl·lules aneuploides per iniciar i completar la meiosi donant lloc a gàmetes 

disòmics (Speed et al 1991, Blanco et al 1997, 2001). La majoria dels individus amb un cariotip 

47,XYY presenten freqüències incrementades d’espermatozoides amb aneuploïdies dels 

cromosomes sexuals (Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), revisat a Sarrate et al 2008). 
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B. Estructurals 

Les anomalies cromosòmiques estructurals més representades en humans són les translocacions 

Robertsonianes, les translocacions recíproques i les inversions. La presència de cromosomes 

reorganitzats modifica l’aparellament i la segregació dels cromosomes homòlegs durant la 

meiosi (Vidal et al 1982a, Saadallah i Hultén 1986, Guichaoua et al 1992, Siffroi et al 1997). 

Com a conseqüència, es produeixen espermatozoides portadors d’anomalies cromosòmiques i 

generalment té lloc una reducció del nombre de gàmetes en l’ejaculat (taula 1.1.). 

En general, els individus portadors d’un mateix tipus de reorganització cromosòmica presenten 

un comportament meiòtic semblant i per tant els percentatges de gàmetes amb anomalies 

cromosòmiques són similars. En aquest sentit, estudis de segregació realitzats en individus amb 

translocacions Robertsonianes han descrit una freqüència mitjana d’espermatozoides 

desequilibrats del 16% (revisat Anton et al 2010). Aquest percentatge és del 55% en individus 

portadors de translocacions recíproques (revisat per Anton 2008a). Pel que fa a les inversions, 

la incidència oscil·la entre el 0 i el 38% depenent de la proporció del segment invertit en relació 

al cromosoma portador de la inversió (revisat per Anton et al 2005). 

 

1.1.2. Anomalies gèniques 

A. Gens del cromosoma Y 

El cromosoma Y conté gens crítics per a la correcta progressió de l’espermatogènesi i el 

desenvolupament de les gònades masculines (revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010). Delecions 

d’aquests gens són la causa principal d’azoospèrmia o d’oligozoospèrmia severa, amb una 

incidència d’un 3-15% i d’un 5-10%, respectivament (Foresta et al 2001, Dohle et al 2002, 

Walsh et al 2009). Aquestes delecions es donen majoritàriament en el braç llarg del cromosoma 

Y (Yq) (figura 1.1.), en concret en una regió coneguda amb el nom de AZF (factor 

d’azoospèrmia) que conté tres subregions: AZFa, AZFb i AZFc (Vogt 2005). La deleció més comú 

implica les subregions AZFb i la AZFc (Ferlin et al 2007b). Delecions completes de la regió AZFa 

es relacionen amb l’absència de cèl·lules germinals (Síndrome de Sertoli cell-only) (Vogt 2005, 

Nuti i Krausz 2008) i les delecions de la regió AZFb provoquen un bloqueig de l’espermatogènesi 

en els espermatòcits primaris (Vogt 2005). Pel que fa a la regió AZFc, els fenotips són més 

variables (Navarro-Costa et al 2010), tot i que molts d’ells s’associen amb un baix recompte 

espermàtic a causa d’una espermatogènesi alterada (Vogt 2005). 

 

B. Gens del cromosoma X 

Alguns gens del cromosoma X s’expressen en el teixit testicular (Wang et al 2001) i estan 

relacionats amb l’espermatogènesi (Nuti i Krausz 2008, Stouffs et al 2009). Un d’aquest gens és 

el receptor d’andrògens (AR). El seu producte juga un paper important en la progressió meiòtica 

dels espermatòcits i, probablement, en la formació de les espermàtides rodones (De Gendt et al 
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2004). Mutacions d’AR donen lloc a azoospèrmia (revisat per Walsh et al 2009), afectant al 2% 

de la població de pacients infèrtils (Ferlin et al 2006, revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010). 

 

 
 

Gen  Funció i relació amb la infertilitat masculina 

TSPY Regula l’entrada a meiosi dels espermatogonis; més nombre de còpies en 
pacients infèrtils. 

USP9Y Implicat en l'eficiència de l’espermatogènesi; delecions o mutacions poden 
provocar azoospèrmia, oligozoospèrmia, o oligoastenozoospèrmia. 

DBY Implicat en el desenvolupament de cèl·lules germinals premeiòtiques. 

CDY Implicat en la substitució d'histones. 

RBMY Factor de splicing específic de testicle expressat a espermatogoni, espermatòcit 
i espermàtida rodona; la seva expressió es troba reduïda en individus amb 
azoospèrmia. 

PRY Regulació de l’apoptosi. 

DAZ Regulació de traducció, control de la meiosi i manteniment de la població 
d’espermatogonis; codifica per proteïnes d’unió al RNA específiques de cèl·lules 
germinals; la seva expressió es troba reduïda en individus amb azoospèrmia; 
delecions parcials es relacionen amb oligozoospèrmia. 

Figura 1.1. Esquema del cromosoma Y on s’han marcat les regions AZFa, AZFb i AZFc i alguns 
gens associats a infertilitat.  
(esquema modificat de O'Flynn O'Brien et al 2010) 

 

 

 

C. Gens autosòmics 

S’han descrit alteracions de gens continguts en autosomes que afecten la fertilitat masculina 

(revisat per O'Flynn O'Brien et al 2010). Tot i que la llista és molt extensa, les mutacions més 

freqüents en individus que consulten problemes de fertilitat són les que afecten al gen regulador 

de la conductància transmembranal de la fibrosi quística (CFTR). Aquest gen, localitzat en el 

cromosoma 7 (Riordan et al 1989), es troba mutat en el 60-90% dels pacients amb absència 

bilateral congènita dels vasos deferents (McCallum et al 2001, Georgiou et al 2006, Ferlin et al 

2007a). Aquesta alteració es relaciona amb una azoospèrmia obstructiva. 

Altres síndromes o anomalies gèniques menys comunes, però que també s’associen a infertilitat, 

són la distròfia miotònica de tipus I, la síndrome de Noonan, la talassèmia, la síndrome de 

Young i la síndrome de Kallmann (revisat per Matzuk i Lamb 2008). 
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1.1.3. Anomalies confinades a la línia germinal 

Un percentatge notable d’individus infèrtils amb cariotip somàtic normal i absència de delecions 

del cromosoma Y presenten anomalies cromosòmiques confinades a la línia germinal. Aquestes 

anomalies succeeixen en línies cel·lulars normals i s’identifiquen a mode de recombinacions 

meiòtiques aberrants a primera divisió meiòtica i/o en forma d’increments d’anomalies 

cromosòmiques numèriques en cèl·lules germinals/espermatozoides (revisat per Egozcue et al 

2000a). 

 

 

A. Procés meiòtic 

La meiosi és una part essencial de l’espermatogènesi, es troba altament conservada 

evolutivament i té com a finalitat la formació de gàmetes amb contingut genètic haploide. En 

aquest procés, la replicació del DNA va seguida de dues divisions cel·lulars consecutives que 

redueixen el nombre de cromosomes a la meitat. La primera divisió meiòtica és reduccional i 

implica la segregació sintèlica dels cromosomes homòlegs, mentre que en la segona es produeix 

la segregació amfitèlica de cromàtides germanes. El procés meiòtic garanteix la diploïdia del 

zigot i la variabilitat genètica de l’espècie. Per a una revisió exhaustiva de la meiosi es poden 

consultar diverses publicacions (Keeney 2001, Gerton i Hawley 2005, Keeney i Neale 2006, Ding 

et al 2009, Longhese et al 2009, Simchen 2009, Handel i Schimenti 2010, Maiato i Lince-Faria 

2010, Székvölgyi i Nicolas 2010). 

 

L’estudi de la profase de la primera divisió meiòtica ha despertat un interès especial ja que 

inclou processos d’una elevada complexitat: l’aparellament i sinapsi dels cromosomes homòlegs 

i la recombinació meiòtica (revisat per Ding et al 2009, Székvölgyi i Nicolas 2010). Diversos 

treballs relacionen alteracions en aquesta etapa amb la generació d’anomalies numèriques en 

gàmetes (revisat per Egozcue et al 2000a). La profase I es subdivideix en quatre etapes: leptotè, 

zigotè, paquitè i diplotè. 

 

Durant l’etapa de leptotè, les cohesines s’agreguen i es forma una estructura proteica al llarg de 

l’eix longitudinal del cromosoma. Aquesta estructura és essencial per a la formació i 

manteniment dels elements axials que posteriorment acabaran constituint el complex 

sinaptinemal (CS) (Klein et al 1999). La proteïna SPO11 indueix trencaments de doble cadena 

en el DNA (DSBs) (Keeney i Neale 2006) i s’inicia el procés de reparació: la histona H2AX és 

fosforilada (γH2AX) i l’activitat exonucleasa del complex proteic MRN (MRE11/RAD50/NBS) deixa 

exposats extrems 3’-OH de les cadenes senzilles de DNA (ssDNA). Posteriorment, les proteïnes 

RAD51/DMC1 s’uneixen a les ssDNA i promouen la interacció amb seqüències del cromosoma 

homòleg creant associacions axials primerenques (figura 1.2.A., figura 1.3.). 
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Figura 1.2. Esquema dels processos d’aparellament, sinapsi i 
recombinació entre cromosomes homòlegs que tenen lloc durant la 
profase I meiòtica. 
(esquema modificat de Handel i Schimenti 2010) 

 

 

Durant el zigotè, s’inicia la sinapsi que es caracteritza per una aposició íntima dels cromosomes 

regulada per la formació del complex sinaptinemal (figura 1.2.B.). En aquesta estructura, els 

elements axials constituïts per les proteïnes SCP2 (Synaptonemal Complex Protein 2) i SCP3 

(Synaptonemal Complex Protein 3), esdevenen els elements laterals del CS, i al centre es 

construeix un eix format principalment per proteïnes SCP1 (Synaptonemal Complex Protein 1). 

En aquest estadi, la proteïna RPA (replication protein A) s’uneix en els llocs on hi ha 

RAD51/DMC1 i regula el metabolisme del DNA, participant en processos de replicació, reparació 
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i recombinació entre cromosomes homòlegs (Binz et al 2004). Durant aquest procés, les ssDNA 

envaeixen la doble hèlix del cromosoma homòleg (Hunter i Kleckner 2001) i es formen els 

nòduls de recombinació primerencs (figura 1.3.). Aquest procés implica la síntesi i la unió dels 

extrems lliures de les cadenes de DNA per formar les estructures conegudes amb el nom de 

dobles unions de Holliday (dHJs). Per a que posteriorment pugui actuar el sistema de reparació 

de mismatch, l’heterodímer proteic format per MSH4/MSH5 s’unirà a les dHJs (Snowden et al 

2008). 

 

Figura 1.3. Model de reparació del trencament de doble 
cadena (DSB) en la recombinació meiòtica. 
(esquema modificat de Longhese et al 2009) 
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A l’etapa de paquitè, la sinapsi és completa i els complexes sinaptinemals estan totalment 

formats (figura 1.2.C.). Durant aquesta etapa es resolen les dHJs i finalitza el procés de 

reparació dels trencaments de DNA (figura 1.3.). La majoria de trencaments es repararan sense 

que es produeixi intercanvi de material genètic (non-crossover, NCO), i només en alguns punts 

hi actuarà el sistema de reparació de mismatch propiciant la recombinació entre cromàtides 

homòlogues (crossover, CO). Aquests punts esdevindran els nòduls de recombinació tardans. En 

el sistema de reparació de mismatch hi actuen proteïnes com la MLH3, que s’uneix als 

heterodímers de MSH4/MSH5, o la MLH1, que formarà heterodímer amb la MLH3. La majoria 

dels punts de recombinació es localitzen en regions determinades del DNA, anomenades hot 

spots (Arnheim et al 2007, Paigen i Petkov 2010). 

 

L’etapa de diplotè es caracteritza per la desestructuració dels complexes sinaptinemals, la 

separació dels cromosomes homòlegs, i per la condensació de la cromatina. Durant el diplotè, 

les cromàtides germanes estan unides per les cohesines (Petronczki et al 2003) i els 

cromosomes homòlegs s’observen units pels quiasmes (figura 1.2.D.), que són el reflex dels 

llocs on s’ha produït intercanvi de material genètic. 

 

Un cop finalitzada la profase de la primera divisió meiòtica, les cèl·lules assoleixen l’estadi de 

metafase I (MI). En aquesta fase els bivalents presenten una condensació màxima i es disposen 

a la regió equatorial de la cèl·lula. L’embolcall nuclear es desorganitza i s’estructura el fus. La 

presència de quiasmes entre cromosomes homòlegs manté la tensió entre ells i per tant ajuda a 

la correcta orientació dels bivalents a la placa metafàsica (Page i Hawley 2003).  

 

Durant l’anafase I, els cromosomes homòlegs segreguen de forma sintèlica, mantenint les 

cromàtides germanes unides per cohesines pericentromèriques. Finalment, té lloc la telofase, 

etapa en la que s’agrupen els cromosomes que han segregat a cadascun dels pols i es produeix 

la divisió del citoplasma formant dues cèl·lules filles. 

 

La segona divisió meiòtica és anàloga a una divisió mitòtica, es perd la cohesió entre cromàtides 

germanes per permetre la disjunció cromosòmica i es formen cèl·lules haploides amb una 

cromàtide (Shintomi i Hirano 2010). 

 

B. Punts de control de l’espermatogènesi 

La meiosi és un procés altament regulat en el que intervenen diferents mecanismes de control. 

La presència d’errors en alguna de les fases del procés, activa els mecanismes de reparació 

cel·lular. Si l’anomalia persisteix, la meiosi s’aturarà i es desencadenaran processos apoptòtics 

(revisat per Roeder i Bailies 2000). S’han descrit bàsicament dos punts de control meiòtics 

(figura 1.4.).  
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El primer actua a l’etapa de paquitè, evitant que les cèl·lules superin aquesta fase si la sinapsi 

entre cromosomes homòlegs no és completa i/o si s’han produït anomalies en els processos de 

recombinació meiòtica (Roeder 1997). Diferents estudis descriuen defectes en la recombinació 

i/o sinapsi dels cromosomes homòlegs relacionats amb una aturada de l’espermatogènesi en 

aquesta etapa (revisat per Li et al 2009).  

En espermatòcits de mamífers, i de fet en la majoria dels organismes amb cromosomes sexuals 

heteromòrfics, les regions asinàptiques del bivalent sexual a l’estadi de paquitè activen un 

mecanisme conegut amb el nom de MSCI (meiotic sex chromosome inactivation). Aquest 

mecanisme desencadena la formació d’heterocromatina i, per tant, dona lloc al silenciament 

transcripcional de gens dels cromosomes sexuals (Turner 2007), amb la conseqüent formació de 

la vesícula sexual (VS). La resposta MSCI depen de la proteïna supressora de tumors BRCA1 

que s'acumula a les regions asinàptiques dels cromosomes sexuals (Mahadevaiah et al 2008, 

Turner et al 2005) i recluta la proteïna quinasa ATR que fosforila la histona H2AX. El vincle entre 

aquesta histona i la formació de la VS és desconegut. Anomalies en l'activació de MSCI es 

relacionen amb processos apoptòtics en aquestes cèl·lules (Burgoyne et al 2009, Turner et al 

2005). Recentment, s’ha proposat que MSCI és una manifestació específica d’un mecanisme 

general de silenciament que podria actuar també sobre cromosomes autosòmics asinàptics 

presents a l’estadi de paquitè, tant en la meiosi masculina com en la femenina, i que es coneix 

amb el nom de MSUC (meiotic silencing of unsynapsed chromatin) (Baarends et al 2005, 

Schimenti 2005, Turner et al 2005, Burgoyne et al 2009). Sembla doncs, que aquest mecanisme 

tindria un paper important en l’activació del punt de control a paquitè (revisat per Burgoyne et 

al 2009). 
 

 

Figura 1.4. Punts de control de l’espermatogènesi. 
(esquema modificat de Morelli i Cohen 2005) 
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El segon punt de control regula el pas de metafase I a anafase I, i actua retenint les cèl·lules a 

l’estadi de metafase fins que tots els bivalents s’hagin orientat correctament en el fus (revisat 

per Vogt et al 2008). Aquest punt de control rep el nom específic de punt de control de 

formació del fus (spindle assembly checkpoint, SAC). La presència de cromosomes desalineats a 

la placa metafàsica o una estructuració defectuosa del fus, podria ser detectat com una 

descompensació de les forces de tensió que exerceixen els microtúbuls sobre els cromosomes i 

derivar amb l’activació d’aquest mecanisme de control. La regulació d’aquest punt de control 

depèn de les proteïnes MAD (mitotic arrest deficient) i BUB (budding uninhibited by 

benzimidazole) que actuen inactivant APC (anaphase-promoting complex) i per tant bloquejant 

la progressió de la meiosi. La transmissió de senyals d’aturada del cicle cel·lular es produeix 

gràcies a la intervenció de proteïnes quinases i motores (revisat per Vogt et al 2008). 

 

C. Tipus d’anomalies 

Quan es produeixen alteracions en els processos d’aparellament, sinapsi, recombinació i/o 

segregació dels cromosomes i errades en els mecanismes de control, s’originen anomalies. 

Aquestes poden manifestar-se de dues maneres no excloents: recombinacions aberrants, 

enteses com un canvi en el nombre o en la localització dels quiasmes, o espermatozoides amb 

anomalies numèriques. 

 

El 6-8% dels individus infèrtils de cariotip somàtic normal, presenten anomalies meiòtiques 

(Egozcue et al 1983a, De Braekeleer i Dao 1991, Egozcue et al 2005) i el percentatge és del 

17,6% en pacients amb oligoastenozoospèrmia severa (Vendrell et al 1999). Per tal de descriure 

aquests comportaments meiòtics anòmals s’han emprat els termes d’asinapsi i de desinapsi. 

L'asinapsi es caracteritza per l’aparellament anormal dels bivalents des de l’inici de la profase 

amb absència de vesícula sexual, anomalies en els CS i una gran reducció del nombre de 

quiasmes a metafase I (Hultén et al 1970, Egozcue 1983b). En la desinapsi s’observa un 

aparellament aparentment normal dels bivalents a profase amb presència de vesícula sexual, 

però anomalies en els CS i un baix nombre de quiasmes a metafase I (Pearson et al 1970, 

Egozcue 1983b). Les anomalies sinàptiques poden afectar a un, a diversos o a la majoria dels 

bivalents, i observar-se bivalents asinàptics o bivalents parcialment asinàptics. Aquestes 

anomalies poden afectar a totes les cèl·lules analitzades o coexistir en diferents proporcions 

cèl·lules normals i cèl·lules amb anomalies (revisat per Egozcue et al 2005). 

 

Els individus infèrtils de cariotip somàtic normal també poden presentar espermatozoides amb 

aneuploïdies i/o diploïdies. El percentatge d’individus amb increments és molt variable entre les 

sèries publicades (Rives et al 1999, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001, Martin et al 2003a). 

L’observació d’espermatozoides cromosòmicament anormals evidencia que els mecanismes de 

control que actuen durant la meiosi no són del tot eficients i algunes de les cèl·lules amb 
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anomalies poden arribar a superar els punts de control i produir gàmetes anormals. La poca 

eficiència dels mecanismes de control, podria explicar-se per errors en la identificació de les 

cèl·lules amb anomalies, per un mal funcionament del procés d’eliminació, o fins i tot, perquè el 

nombre de cèl·lules anormals fos massa gran per ser totalment eliminades pels sistemes de 

control.  

 

Una conseqüència directe de l’actuació dels punts de control en el procés d’eliminació de les 

cèl·lules amb anomalies, és que el nombre de cèl·lules que finalitzen el procés espermatogènic 

és menor al que va iniciar-lo. Per això no és d’estranyar que molts dels individus infèrtils, sigui 

quina sigui l’etiologia de la seva infertilitat, sovint presentin azoospèrmia o oligozoospèrmia més 

o menys severa. La relació entre la presència d’anomalies sinàptiques i de recombinació, el 

bloqueig del procés espermatogènic i recomptes baixos d’espermatozoides, ha estat descrita per 

diferents autors (Hultén et al 1970, Navarro et al 1990, Vendrell et al 1999, Egozcue et al 

2000a). 

 

1.2. Tècniques d’anàlisi citogenètica 

1.2.1. Estudis meiòtics 

En l’àmbit de la recerca i en el del diagnòstic clínic, ha existit un interès lògic per conèixer la 

progressió de l’espermatogènesi en els individus amb problemes de fertilitat. S’han emprat 

diverses tècniques d’estudi sobre mostres de teixit testicular que han permès avaluar les 

anomalies meiòtiques en diferents fases del procés. Bàsicament s’han fet servir tècniques 

d’estudi dels CS i tècniques d’anàlisi dels cromosomes meiòtics (revisat per Egozcue et al 2005). 

 

Els estudis dels CS amb tinció amb nitrat de plata (Solari 1980, Navarro et al 1981) van 

permetre caracteritzar algunes anomalies sinàptiques (Solari 1980, Vidal et al 1982b, Navarro et 

al 1986), i també avaluar la configuració dels cromosomes implicats en reorganitzacions 

cromosòmiques equilibrades (Templado et al 1984, Navarro et al 1991). Un avenç important en 

els estudis dels complexes va ser la incorporació de tècniques d’immunocitofluorescència. 

Aquestes tècniques permeten marcar específicament les proteïnes dels nòduls de recombinació 

tardans i les proteïnes dels CS (Barlow i Hultén 1996). Combinades amb protocols d’hibridació in 

situ fluorescent, fan possible la identificació individual de cada CS i per tant han ajudat a 

comprendre millor el procés sinàptic i les seves anomalies (Oliver-Bonet et al 2003, Codina-

Pascual et al 2004, Sun et al 2004). 

 

Els estudis dels cromosomes meiòtics utilitzant protocols citogenètics clàssics (Evans et al 1964) 

permeten analitzar les cèl·lules espermatogèniques en diferents fases del procés. Amb aquesta 

tècnica es poden valorar les aturades meiòtiques, en funció dels percentatges observats de cada 

una de les fases; la presència de la vesícula sexual a profase I, analitzar les figures meiòtiques 
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en l’etapa de diacinesi/metafase I i els cromosomes a metafase II (MII) (figura 1.5.). Tenint en 

compte que la morfologia característica dels bivalents ve determinada pel nombre de quiasmes, 

aquest tipus d’anàlisi s’ha utilitzat per descriure el nombre i la localització dels llocs de 

recombinació en els bivalents dels espermatòcits (Hultén et al 1970, Hultén et al 1974, 

Templado et al 1976, Laurie i Hultén 1985a, 1985b).  

La tècnica és econòmica i metodològicament simple, i la seva incorporació en l’àmbit de l’estudi 

clínic s’ha utilitzat per diagnosticar pacients amb diferents anomalies meiòtiques (Egozcue et al 

1983a, 2000b). No obstant, la incorporació no ha estat generalitzada, probablement perquè les 

característiques de les mostres estudiades sovint es tradueix en limitacions en el seu estudi, ja 

sigui per l’escàs material del que es disposa, per les poques cèl·lules en divisió que s’observen o, 

en cas d’aturades parcials durant la profase I, les poques metafases I i II que es poden avaluar. 

A més a més, la morfologia dels cromosomes meiòtics a metafase I dificulta la identificació dels 

bivalents desinàptics o asinàptics. Així doncs, en el millor dels casos, només es pot determinar el 

grup al qual pertany el bivalent, tot i que en alguns casos l’aplicació de bandes G i C (Templado 

1981a) havia donat bons resultats. D’altra banda, la morfologia característica dels cromosomes 

a metafase II, fa molt difícil el recompte i la identificació dels cromosomes en aquesta fase.  

 

 

 

Figura 1.5. Fases meiòtiques obtingudes amb tècniques citogenètiques clàssiques. 
VS: vesícula sexual. 
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L’aplicació sobre cromosomes meiòtics de tècniques d’hibridació in situ fluorescent (FISH), tals 

com la M-FISH (Speicher et al 1996) o el spectral karyotyping (Schröck et al 1996) que 

permeten identificar tots els cromosomes simultàniament (figura 1.6.), hauria d’ajudar a superar 

les limitacions relacionades amb la identificació cromosòmica dels estudis meiòtics amb 

tècniques citogenètiques clàssiques. La tècnica, fent possible l’anàlisi simultani de tots els 

cromosomes a metafase I i metafase II, hauria de permetre identificar els cromosomes implicats 

en comportaments meiòtics anòmals. Amb això s’obriria la possibilitat d’estudiar la freqüència 

d’aquestes anomalies i sobretot si afecten reiterativament els mateixos cromosomes o, pel 

contrari, es produeixen a l’atzar. De fet, aquestes tècniques ja s’havien aplicat amb èxit en 

estudis citogenètics de neoplàsies (Teixeira 2002), per a l’estudi d’aneuploïdies en oòcits 

(Sandalinas et al 2002) o per avaluar l’efecte de les radiacions com a inductores d’anomalies 

cromosòmiques (Cornforth 2001). 

 

 

Figura 1.6. Cariotip d’una metafase somàtica on s’observen els 24 patrons 
de color diferent obtinguts mitjançant la tècnica de M-FISH. 

 

 

1.2.2. Estudis de FISH en espermatozoides 

La primera tècnica que va permetre avaluar la constitució cromosòmica dels espermatozoides 

aprofitava la capacitat de l’espermatozoide humà per penetrar oòcits de hàmster sense zona 

pel·lúcida i permetia obtenir preparacions de cromosomes d’espermatozoide (Rudak et al 1978). 

Aquest mètode va ser estandarditzat per Martin et al (1982), no obstant, és una tècnica 

complexa i es va incorporar en pocs laboratoris com a eina d’estudi en l’àmbit clínic. 
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La utilització de sondes de DNA específiques, inicialment marcades amb components radioactius 

(Joseph et al 1984) o amb fluorocroms (Guttenbach i Schmid 1990, Pieters et al 1990), i molt 

especialment la combinació de varies sondes (Wyrobek et al 1994) va obrir la possibilitat 

d’estudiar la constitució cromosòmica d’un gran nombre d’espermatozoides mitjançant la FISH 

sobre nuclis interfàsics. La tècnica requereix un tractament previ de descondensació de la 

cromatina per fer-la més accessible a les sondes (Wyrobek et al 1990). Tot i que no és possible 

estudiar tots els cromosomes a l’hora, ja que el nombre de fluorocroms disponibles i les 

dimensions del nucli espermàtic no ho permeten, va representar un avenç notable en l’estudi de 

la dotació cromosòmica de l’espermatozoide (revisat per Egozcue et al 1997). De fet, va ser 

incorporada ràpida i àmpliament com a eina d’estudi del pacient amb problemes de fertilitat, i 

molt especialment en els candidats a tècniques de reproducció assistida (Egozcue et al 2003). 

 

En aquest sentit, diversos autors han posat de manifest alteracions del seminograma (Nellella et 

al 2006) associades a increments d’anomalies cromosòmiques en els espermatozoides (Burrello 

et al 2005, Machev et al 2005a, Miharu 2005, Rives 2005, Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.)). 

Així doncs, el fenotip de l’individu infèrtil, ja sigui de cariotip somàtic normal o anormal, 

presenta, amb freqüència, un seminograma anormal i una major incidència d’aneuploïdies en els 

seus espermatozoides, i per tant un risc incrementat de transmissió d’anomalies cromosòmiques 

a la descendència. 

 

Des de fa alguns anys s’intenta establir en quin grup de pacients són rellevants els estudis de 

FISH en espermatozoides. Aquesta tasca es fa difícil ja que els treballs publicats mostren molta 

variabilitat, ja sigui pel nombre d’individus analitzats, pels criteris de classificació dels pacients, 

per les característiques de la població control emprada, pels criteris de valoració de les mostres, 

o fins i tot, per les comparacions estadístiques realitzades (Tempest i Griffin 2004a); fins al punt 

que s’ha arribat a qüestionar la seva validesa com a eina diagnòstica (Foresta et al 2002).  

 

Un altre aspecte dels estudis de FISH en espermatozoides que també desperta interès en el 

camp del diagnòstic clínic, és la determinació del nombre de cromosomes a analitzar i establir 

els més indicats per garantir un consell reproductiu adequat. Fins al moment, els cromosomes 

més estudiats han estat els cromosomes X, Y 13, 18 i 21 ja que les aneuploïdies més viables 

corresponen a aquests cromosomes (Gardner i Sutherland 2004). En els últims anys, un nombre 

considerable de centres han anat incorporant més cromosomes a l’estudi amb la idea de que 

amb més informació, major precisió en el diagnòstic. Tot això ha generat dubtes a l’hora de triar 

una estratègia d’anàlisi coherent i equilibrada en relació als paràmetres de temps, cost 

econòmic i resultats obtinguts. 
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En qualsevol cas, la gran majoria dels estudis coincideixen en descriure una clara i estreta 

relació entre aneuploïdies i infertilitat masculina. A més a més, també coincideixen en que els 

increments significatius de les aneuploïdies observades solen ser moderats. No obstant, la 

interpretació diagnòstica d’aquests increments i l’assessorament genètic posterior no sempre 

són coincidents. 
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Objectius

Per a la elaboració d’aquest treball es van plantejar els següent objectius:  

 

1er 

Optimitzar un protocol seqüencial d’identificació i anàlisi dels cromosomes meiòtics 

d’espermatòcits humans a metafase I i a metafase II, utilitzant les tècniques de tinció uniforme i 

d’hibridació in situ fluorescent Múltiplex (M-FISH). 

 

2n 

Determinar la incidència d’anomalies cromosòmiques en els espermatòcits a metafase I i a 

metafase II d’una sèrie d’individus infèrtils. 

 

3er  

Analitzar la proximitat dels bivalents autosòmics al bivalent sexual a metafase I. 

 

4rt 

Determinar la incidència d’anomalies cromosòmiques dels cromosomes X, Y, 13, 18 i 21 en els 

espermatozoides d’una sèrie d’individus infèrtils. 

 

5è 

Relacionar les anomalies cromosòmiques observades en els espermatòcits i en els 

espermatozoides amb el seminograma, el cariotip i l’edat dels individus. 

 

6è 

Establir directrius per a la utilització dels estudis meiòtics i dels estudis de FISH en 

espermatozoides en el context de l’estudi clínic del pacient infèrtil. 
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Material i mètodes 

3.1. Mostres biològiques 

Per a l’elaboració d’aquest treball es van analitzar mostres biològiques procedents de 362 

individus. La valoració del procés meiòtic es va realitzar en 37 mostres de teixit testicular i 

l’anàlisi dels espermatozoides es va dur a terme en 325 mostres de semen. En tots els casos els 

individus van ser informats dels protocols d’estudi a aplicar. 

 

3.1.1. Mostres de teixit testicular 

Es van obtenir biòpsies de teixit testicular de 37 individus que havien consultat per problemes 

de fertilitat en diferents centres de reproducció assistida: Centre de Reproducció Assistida 

Fecunmed, Fundació Puigvert, Institut Marquès, Institut Universitari Dexeus i Instituto de 

Reproducción CEFER. Les mostres es van obtenir mitjançant intervenció quirúrgica amb 

anestèsia local i es van mantenir en una solució isotònica a 4ºC fins al moment de la seva 

utilització. En cap cas van transcórrer més de 24 hores entre l’obtenció de la mostra i el seu 

processat. La mida de les biòpsies analitzades va ser de 4-5 mm3. 

La taula 3.1 detalla, per a cadascun dels individus analitzats, el cariotip somàtic i la classificació 

seminal segons les característiques de recompte, motilitat i morfologia espermàtica. 

 

Codi 

Pacient Cariotip 

Classificació 

seminal* 

Codi 

Pacient Cariotip 

Classificació 

seminal* 

072 46,XY T 314 46,XY N 

118 46,XY OA 315 46,XYqh+,inv9(p12q12) Az 

140 46,XY AT 321 46,XY N 

142 46,XY AT 323 46,XY A 

282 46,XY AT 328 46,XY OAT 

284 46,XY Az 331 46,XY OAT 

285 46,XY,14ps+,15ps+ Az 360 46,XY OAT 

287 46,XYqh+ N 361 46,XY OAT 

289 46,XY A 392 46,XY OAT 

291 46,XY AT 6837 46,XY OAT 

299 46,XY,inv9(p11q12) N 6854 46,XY OAT 

300 46,XY A 6858 46,XY OAT 

301 46,XY A 6859 46,XY OAT 

302 46,XY N 6866 46,XY OAT 

307 46,XY A 6867 46,XY OAT 

308 46,XY OAT 8345 46,XY OAT 

309 46,XY OAT 8362 46,XY OAT 

310 46,XY OA 8514 46,XY OAT 

312 No avaluat Az    

Taula 3.1. Cariotip somàtic i classificació seminal dels pacients.  
A: Astenozoospèrmia, AT: Astenoteratozoospèrmia, Az: Azoospèrmia, N: Normozoospèrmia, OA: Oligoastenozoospèrmia, 
OAT: Oligoastenoteratozoospèrmia, T: Teratozoospèrmia. 
*Classificació realitzada d’acord amb els criteris de la Organització Mundial de la Salut (World Health Organization 1999). 

 



Material i mètodes  

 26 

3.1.2. Mostres de semen 

Es van analitzar un total de 325 mostres de semen obtingudes per masturbació i recollides en 

recipients estèrils de polietilè. 

 

- Individus control: 

La població control es va establir a partir de mostres de semen de 6 individus 

normozoospèrmics amb cariotip 46,XY. La mitjana d’edat d’aquest grup va ser de 27,5±4,4 anys 

(rang: 26-36 anys). 

 

- Individus amb problemes de fertilitat: 

Es van analitzar mostres de semen de 319 individus que consultaven per problemes de fertilitat. 

Les mostres provenien de sis centres de reproducció assistida: Fundació Puigvert, Institut 

Marquès, Institut Universitari Dexeus, Instituto Bernabeu, Instituto de Reproducción CEFER i 

Instituto Valenciano de Infertilidad. Aquest grup presentava una mitjana d’edat de 35,4±5,0 

anys (rang: 21-53 anys). 

Els individus estudiats es van classificar segons els paràmetres de recompte espermàtic, 

motilitat i morfologia, seguint els criteris de la Organització Mundial de la Salut (OMS) (World 

Health Organization 1999) (taula 3.2.).  

L’historial clínic reproductiu dels pacients incloïa el cariotip somàtic en 266 pacients (taula 3.3.), 

el cariotip meiòtic en 113 (taula 3.4.) i es disposava dels dos resultats en 98 casos.  

 

 

Classificació 

seminal 

 Edat (anys) 

Nº de pacients (%) Mitjana DE Rang 

A 67 (21,0%) 36,2 5,1 27-49 

AT 71 (22,3%) 36,3 5,9 27-53 

N 34 (10,7%) 36,3 4,7 28-52 

O 4 (1,3%) 34,5 1,9 33-37 

OA 51 (16,0%) 35,4 4,0 28-48 

OAT 62 (19,4%) 34,4 4,8 21-46 

OT 13 (4,1%) 33,2 4,7 26-41 

T 17 (5,2%) 36,4 5,3 30-52 

Total 319 (100%) 35,4 5,0 21-53 

Taula 3.2. Classificació dels pacients segons els paràmetres seminals.  
A: Astenozoospèrmia, AT: Astenoteratozoospèrmia, N: Normozoospèrmia, O: 
Oligozoospèrmia, OA: Oligoastenozoospèrmia, OAT: Oligoastenoteratozoospèrmia, 
OT: Oligoteratozoospèrmia, T: Teratozoospèrmia. 
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  Edat (anys) 

Cariotip somàtic Nº de pacients (%) Mitjana DE Rang 

Normal 
  46,XY 245 (92,1%) 35,6 5,0 21-52 

Polimòrfic 
  46,XY,1qh+ 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q13) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,inv9(p11q12) 
  46,XY,16qht 
  46,XY,22s+ 
  46,X,invY(p11.1q11.2) 

13 (4,9%) 35,3 4,5 29-45 

Anormal  
  46,XY,t(3;16)(p21;q13) 
  46,XY,t(5;19)(12;p13.3) 
  45,XY,der(13;14)(q10;q10) 
  45,XY,der(13;14)(q10;q10) 
  45,XY,der(13;14)(q10;q10) 
  46,X,invY(p11.1q11.23),inv4(p14p15.3) 
  47,XXY(50%)/46,XY(50%) 
  47,XY,mar+ 

8 (3,0%) 32,5 4,9 27-40 

Total 266 (100%) 35,5 5,0 21-52 

Taula 3.3. Classificació dels pacients segons el resultat del cariotip somàtic. 

 

 

   Edat (anys) 

Estudi meiòtic  Nº de pacients (%) Mitjana DE Rang  

Normal  36 (31,9%) 34,4 5,0 27-49 

Alterat Desinapsi 55 (48,7%) 35,1 5,4 26-52 

 Bloqueig 11 (9,7%) 35,9 5,1 29-44 

 Desinapsi i bloqueig 2 (1,8%) 33,5 0,7 33,34 

No informatiu  9 (7,9%) 34,8 4,3 27-42 

Total  113 (100%) 34,9 5,1 26-52 

Taula 3.4. Classificació dels pacients segons el resultat de l’estudi meiòtic. 

 

3.2. Protocols 

3.2.1. Mostres de teixit testicular 

Per a la valoració dels espermatòcits primaris a metafase I i dels espermatòcits secundaris a 

metafase II es va desenvolupar un protocol d’anàlisi seqüencial que constava dels passos 

següents: A) fixació cel·lular, B) tinció uniforme dels cromosomes, C) valoració al microscopi 

òptic, D) hibridació in situ fluorescent múltiplex (M-FISH) (Sarrate et al 2004 (annex 7.1.1.)) i E) 

valoració al microscopi de fluorescència. 
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A. Fixació cel·lular 

 Transferir el fragment de teixit testicular a un tub amb solució hipotònica (KCl 0,075M) 

escalfada a 37ºC. 

 Incubar el fragment de teixit a 37ºC durant 15 minuts. 

El tractament amb solució hipotònica afavorirà l’absorció d’aigua i augmentarà el volum cel·lular, 

facilitant la dispersió dels bivalents i dels cromosomes en el moment de fer les extensions.  

 Transferir el fragment a un vidre de rellotge i disgregar-lo amb unes tisores de punta corba, 

tot alliberant les cèl·lules contingudes en els túbuls seminífers. 

 Recuperar la suspensió cel·lular en un tub de centrífuga i aspirar i deixar anar la suspensió 

diverses vegades amb una pipeta Pasteur per alliberar el major nombre de cèl·lules. 

 Deixar reposar durant 3 minuts perquè els agregats cel·lulars sedimentin i transferir el 

sobrenedant a un altre tub. 

 Centrifugar a 400g durant 5 minuts a 4ºC. 

Les baixes temperatures redueixen l’activitat cel·lular preservant millor les cèl·lules. 

 Descartar el sobrenedant per decantació. 

 Resuspendre el botó amb fixador de Carnoy (metanol:àcid acètic en la proporció 3:1). Afegir-

ne 8 ml, gota a gota i en agitació per tal d’evitar la formació d’agregats cel·lulars. 

El fixador ajudarà a preservar l’augment de volum de les cèl·lules i contribuirà a la eliminació de 

lípids i a la desnaturalització de proteïnes, deixant la membrana de la cèl·lula fràgil. Aquest fet 

afavorirà la dispersió dels cromosomes en el moment de fer les extensions. 

Per a que el fixador no perdi les seves propietats cal que aquest es prepari just abans de la seva 

utilització. El metanol s’evapora amb facilitat i això incrementaria l’acidesa de la solució. A més a 

més, caldrà guardar el fixador al congelador mentre no s’utilitzi ja que si es deixa a temperatura 

ambient, aquest absorbirà aigua i variarà el seu pH. 

 Mantenir la suspensió cel·lular amb fixador durant 30 minuts a 4ºC. 

 Repetir els rentats amb Carnoy tantes vegades com sigui necessari, fins a obtenir el botó 

cel·lular totalment blanc. 

 Resuspendre el botó obtingut afegint fixador gota a gota. Ajustar el volum final a la 

concentració adequada per a obtenir bones extensions cel·lulars. 

La superposició cel·lular dificulta la valoració. Per contra, extensions amb el material massa dispers 

allarguen innecessariament el procés d’estudi.  

 Deixar caure una gota de la suspensió en un portaobjectes prèviament desengreixat. 

Els portaobjectes es guarden en metanol a -20ºC i s’eixuguen amb paper absorbent just abans de 

la seva utilització. Netejar els portaobjectes amb alcohols facilita la uniformitat de l’extensió, 

incrementa la qualitat de les metafases obtingudes i també la qualitat de la tinció posterior. 

 Verificar la correcta dispersió del material cel·lular avaluant les extensions al microscopi 

invertit de contrast de fases. 

 El material fixat sobrant i les extensions obtingudes s’emmagatzemen a -20ºC fins al moment 

de la seva utilització. 
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B. Tinció uniforme 

 Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelació. 

 Cobrir la regió on hi ha el material cel·lular durant 8-10 minuts amb colorant de Leishman 

diluït al 20% amb una solució tampó preparada segons Weise a pH: 6,8. 

Aquest colorant combina el blau de metilè amb l’eosina, i la seva utilització dóna lloc a la tinció 

homogènia dels nuclis interfàsics i de les fases meiòtiques. 

 Rentar amb aigua per eliminar les restes de colorant. 

 Eixugar suaument el portaobjectes amb paper de filtre. 

 

 

C. Valoració al microscopi òptic 

 Rastrejar el portaobjectes utilitzant un microscopi òptic de camp clar equipat amb un sistema 

de captura i anàlisi d’imatges. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi Olympus BX-60 

(Olympus Optical España, S.A.) equipat amb el sistema de captura i anàlisi d’imatges 

CytoVysion 3.6 (Applied Imaging, Newcastle, UK) (figura 3.1.). 

 

 

 

 

Figura 3.1. Imatge d’una preparació meiòtica tenyida amb colorant de Leishman. 
NI: nucli interfàsic d’una cèl·lula germinal, L: leptotè, Z: zigotè, P: paquitè, MI: 
metafase I. 

 

 

 

 Capturar imatges utilitzant l’objectiu d’immersió de 100 augments i anotar les coordenades 

dels espermatòcits primaris a metafase I i dels espermatòcits secundaris a metafase II. 
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 Avaluar detalladament el nombre i la morfologia dels bivalents (metafase I) i dels cromosomes 

(metafase II) amb l’ajuda del sistema d’anàlisi d’imatges (CytoVysion 3.6; Applied Imaging, 

Newcastle, UK). 

 

Criteris d’anàlisi: 

• Metafase I: 

- Anotar el nombre d’unitats cromosòmiques observades.  

- Determinar el nombre de quiasmes per cadascun dels bivalents a partir de l’estudi de 

la seva morfologia (figura 3.2.). L’absència de quiasmes dona lloc a l’observació 

d’univalents. 

 

 

Figura 3.2. Bivalents amb diferent nombre de quiasmes (marcats amb la punta de fletxa). (A) Sis quiasmes (B) 
Cinc quiasmes (C) Quatre quiasmes (D) Tres quiasmes  (E) Dos quiasmes  (F) Un quiasma. 

 

 

• Metafase II: 

- Anotar el nombre d’unitats cromosòmiques observades. 

- Valorar la forma de les unitats cromosòmiques i classificar-les segons: forma normal, 

trencaments de cromàtide, cromàtides asimètriques o cromàtides separades (figura 

3.3.). 

 

 

Figura 3.3. Cromosomes a metafase II amb diferents morfologies. (A) Normal (B) Trencament de cromàtide (C) 
Cromàtides asimètriques (D) Cromàtides separades. 

 

 Marcar amb un llapis de diamant la regió del portaobjectes on es localitzen les metafases per 

acotar la regió a hibridar. 
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 Eliminar immediatament les restes d’oli d’immersió submergint el portaobjectes durant 1 

minut en Xilol. 

Si queden restes d’oli els resultats de la FISH posterior no seran els òptims. 

 Destenyir el portaobjectes submergint-lo en una sèrie de solucions d’etanol en aigua 

destil·lada (70%, 80% i 90%) durant 1 minut en cadascuna. Primer en sentit creixent i 

després en sentit decreixent acabant amb un últim rentat, també d’un minut, en aigua 

destil·lada. 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 El portaobjectes es pot tornar a guardar a -20ºC fins al moment de ser utilitzat. 

 

D. Hibridació in situ fluorescent múltiple (Múltiplex-FISH) 

 Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelació. 

 Afegir solució enzimàtica de Ribonucleasa A (RNasa A), preparada seguint les indicacions de la 

casa comercial (Spectra VysionTM Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA), a la 

regió del portaobjectes on hi ha el material cel·lular. Tapar amb un cobreobjectes de plàstic i 

incubar en una cambra humida a 37ºC durant 30 minuts. 

La RNasa A és una endoribonucleasa que catalitza la hidròlisi de l’àcid ribonucleic (RNA). El 

tractament amb aquest enzim ajudarà a reduir els senyals inespecífiques que podrien dificultar la 

valoració al final del protocol de M-FISH. 

 Retirar el cobreobjectes i fer dos rentats en una solució de 2 x saline sodium citrate (2xSSC) 

durant 5 minuts cada un. 

 Incubar el portaobjectes durant 5 minuts en una solució de pepsina preparada seguint les 

indicacions de la casa comercial (Spectra VysionTM Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove, 

IL, USA), pre-escalfada a 37ºC. 

El tractament amb aquesta proteasa millora l’accessibilitat als cromosomes. 

 Rentar dues vegades en una solució de 2xSSC durant 5 minuts cada un. 

 Fixar el material en una solució de formaldehid preparada seguint les indicacions de la casa 

comercial (Spectra VysionTM Assay Protocol, Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) durant 2 

minuts i a temperatura ambient. 

Per a què el fixador no perdi les seves propietats cal que aquest es prepari just abans de la seva 

utilització. 

 Rentar dues vegades en una solució de 2xSSC durant 5 minuts cada un. 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 Incubar la preparació en una solució de desnaturalització (70% formamida/2xSSC) durant 2 

minuts a 72ºC.  

La formamida és un agent desnaturalitzant que permet disminuir la temperatura de 

desnaturalització a 72ºC. Aquesta reducció de la temperatura ajuda a preservar millor la morfologia 

cromosòmica. 
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 Deshidratar el portaobjectes utilitzant una sèrie de solucions d’etanol en aigua destil·lada 

(70%, 85% i 100%) durant 1 minut en cadascuna d’elles 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 Desnaturalitzar la sonda Spectra VysionTM (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) en un tub 

Eppendorf al bany a 72ºC durant 5 minuts. 

Aquesta sonda utilitza una combinació de 52 cadenes senzilles de DNA, complementàries a 

seqüències diana del DNA dels cromosomes humans, que estan marcades amb 5 fluorocroms 

diferents (SpectrumAqua®, SpectrumFRed®, SpectrumGold®, SpectrumGreen®, SpectrumRed®) 

(taula. 3.5.). La utilització d’un sistema de captura i anàlisi d’imatges permet observar cadascun 

dels cromosomes d’un color diferent, i per tant, identificar simultàniament els 24 cromosomes del 

cariotip. 

La desnaturalització de la sonda és possible gràcies a l’acció de la formamida inclosa en la solució 

tampó on estan diluïdes les sondes i a l’efecte de la temperatura (72ºC).  

 Afegir la sonda a la regió del portaobjectes a hibridar, tapar amb un cobreobjectes de vidre i 

segellar amb cola. 

 Incubar les preparacions en una cambra humida a 37ºC durant 16-18 hores per tal de que les 

sondes hibridin sobre les regions específiques del DNA de la mostra. 

 

 

Cromosoma 
Spectrum 

Aqua 

Spectrum 

FRed 

Spectrum 

Gold 

Spectrum 

Green 

Spectrum 

Red 

1      

2      

3        

4      

5        

6      

7      

8      

9      

10        

11        

12      

13        

14      

15      

16      

17      

18      

19      

20      

21      

22      

X      

Y      

Taula 3.5. Combinació de fluorocroms que marquen cadascun dels 24 cromosomes 
humans (Spectra VysionTM, Vysis Inc. Downers Grove, IL, USA). 
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 Treure el cobreobjectes desplaçant-lo lateralment. 

 Rentar la preparació amb una solució salina 0,4xSSC/0,3% nonyl phenoxylpolyethoxylethanol 

(NP-40) escalfada a 73ºC durant 2 minuts. 

 Transferir el portaobjectes a la solució de rentat 2xSSC/0,1%NP-40 a temperatura ambient 

durant 1 minut. 

Els dos rentats amb SSC i NP40 ajuden a eliminar les sondes no hibridades o les que ho hagin fet 

inespecíficament.  

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 Tenyir els nuclis interfàsics i de les fases meiòtiques amb una solució de 4’,6-diamidino-2-

phenylindole II (DAPI II) i Antifade en la proporció 1:1 (Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) i 

tapar amb un cobreobjectes de vidre. 

El DAPI és un fluorocrom que s’uneix a la cromatina i permet visualitzar-la de color blau mitjançant 

un microscopi de fluorescència. L’Antifade evita la pèrdua d’intensitat del senyal fluorescent. 

 Segellar el cobreobjectes amb esmalt d’ungles. 

 Guardar els portaobjectes, preservats de la llum a -20ºC, fins al moment de la seva valoració. 

 

 

E. Valoració al microscopi de fluorescència 

 Relocalitzar les metafases I i metafases II utilitzant un microscopi de fluorescència equipat 

amb un sistema de captura i anàlisi d’imatges. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi 

Olympus BX-60 (Olympus Optical España, S.A.) equipat amb el sistema de captura i anàlisi 

d’imatges CytoVysion 3.6 (Applied Imaging, Newcastle, UK). 

 Capturar sis imatges de cada metafase, una per cadascun dels fluorocroms utilitzats, 

mitjançant sis filtres de banda única.  

Cada fluorocrom és excitat amb una llum d’una longitud d’ona determinada per emetre llum a una 

longitud d’ona superior (taula 3.6.). Els filtres de banda única permeten el pas de la llum d’excitació 

i d’emissió de forma específica per a cada fluorocrom. 

 

Fluorocrom Pic d’excitació (nm) Pic d’emissió (nm) 

SpectrumAqua 433 480 

SpectrumFRed 655 675 

SpectrumGold 530 555 

SpectrumGreen 497 524 

SpectrumRed 592 612 

DAPI 367 452 

Taula 3.6. Longitud d’ona d’excitació i d’emissió dels fluorocroms 
utilitzats (Spectra VysionTM; Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA). 
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El programa de captura assigna un color a cada fluorocrom i superposa les imatges obtingudes 

obtenint una imatge amb 24 colors diferents, un per cada bivalent o cromosoma (figura 3.4.).  

 

 

 

 

 Avaluar les imatges, tant de les metafases I com de les metafase II, comparant les obtingudes 

després d’aplicar el protocol de M-FISH amb les capturades prèviament amb tinció uniforme 

(figura 3.5.). 

 

Figura 3.5. Metafase II (A) Tinció uniforme (B) M-FISH. 

 

 

Figura 3.4. Imatges d’una metafase I obtingudes amb cadascun dels 6 
filtres específics. (A) SpectrumAqua, (B) SpectrumFRed, (C) SpectrumGold, 
(D) SpectrumGreen, (E) SpectrumRed (F) DAPI (G) imatge-composició 
resultant. 
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Criteris d’anàlisi: 

• Metafase I: 

- Identificar a quin cromosoma del cariotip pertanyen les unitats cromosòmiques observades 

amb tinció uniforme (figura 3.6.). 

Aquesta identificació va permetre assignar el nombre de quiasmes per bivalent de forma específica. 

 

Figura 3.6. Cariotip d’una metafase I obtingut a partir de les imatges amb tinció uniforme i M-FISH. 

 

 

- Determinar els bivalents que estan propers al bivalent sexual.  

Es consideraran bivalents propers, aquells que formin part de la primera corona al voltant del 

bivalent sexual, independentment de la distància a la que es trobin. (figura 3.7.). 

 

Figura 3.7. Metafase I on s’han identificat els bivalents considerats propers al 
bivalent sexual (marcat amb la punta de fletxa). (A) metafase després d’aplicar 
el protocol de M-FISH (B) metafase amb tinció uniforme (C) cariotip. 
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• Metafase II: 

- Identificar a quin cromosoma del cariotip pertanyen les unitats cromosòmiques observades 

amb tinció uniforme (figura 3.8.). 

Aquesta identificació va permetre especificar quins eren els cromosomes que presentaven 

morfologies no esperades: trencaments de cromàtide, cromàtides asimètriques o cromàtides 

separades i també identificar els cromosomes implicats en anomalies numèriques. 

 

 

Figura 3.8. Identificació de cromosomes a metafase II mitjançant M-FISH. (A) Cromosoma 2 normal (B) 
Cromosoma 3 amb trencament de cromàtide (C) Cromosoma 2 amb cromàtides asimètriques (D) Cromosoma 2 
amb les cromàtides separades.  
cr.: cromosoma 

 

 

 

3.2.2. Mostres de semen 

Per a l’anàlisi dels espermatozoides ejaculats es va aplicar el protocol d’hibridació in situ 

fluorescent en nuclis descondensats d’espermatozoides estandarditzat al nostre laboratori 

(Sarrate i Anton 2009 (annex 7.1.3.)). Aquest protocol constava dels següents passos: A) fixació 

cel·lular, B) descondensació de la cromatina espermàtica, C) hibridació in situ fluorescent i D) 

valoració al microscopi de fluorescència. 

 

A. Fixació cel·lular 

 Deixar la mostra de semen durant 20 minuts a temperatura ambient fins a la seva liqüefacció. 

La fibrinolisina, enzim alliberat per la pròstata i contingut en el semen ejaculat, actuarà solubilitzant 

la xarxa de fibrina responsable de la coagulació del semen. 

 Centrifugar la mostra a 1000g durant 5 minuts per tal de separar la fracció cel·lular del 

plasma seminal. 

 Descartar el sobrenedant, que correspon al plasma seminal, amb una pipeta Pasteur. 
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 Afegir solució hipotònica (KCl 0,075M) escalfada a 37ºC, gota a gota i en agitació, fins a un 

volum final de 10 ml. 

 Incubar la suspensió cel·lular a 37ºC durant 25 minuts. 

El tractament amb solució hipotònica afavorirà l’absorció d’aigua i augmentarà el seu volum, deixant 

el nucli més accessible. 

 Centrifugar 1000g durant 5 minuts. 

 Descartar el sobrenedant per decantació. 

 Resuspendre el botó amb fixador de Carnoy (metanol:àcid acètic en la proporció 3:1) acabat 

de preparar. Afegir 8 ml del fixador, gota a gota i en agitació per tal d’evitar la formació 

d’agregats d’espermatozoides. 

El fixador ajudarà a preservar l’augment de volum dels espermatozoides, fet que contribuirà a 

l’obtenció de bones extensions. 

 Repetir els rentats amb el fixador, tantes vegades com sigui necessari, fins a obtenir el botó 

cel·lular totalment blanc. 

 Resuspendre el botó obtingut afegint fixador de Carnoy gota a gota. Ajustar el volum final a la 

concentració d’espermatozoides adequada per a obtenir bones extensions cel·lulars. 

 Deixar caure una gota de la suspensió en un portaobjectes prèviament desengreixat. 

Els portaobjectes es guarden en metanol a -20ºC i s’eixuguen amb paper absorbent just abans de 

la seva utilització. D’aquesta manera es millora la qualitat de l’extensió resultant. 

 Verificar la dispersió dels nuclis dels espermatozoides avaluant les extensions al microscopi 

invertit de contrast de fases i marcar la regió on hi ha els nuclis. 

 El material fixat sobrant i les extensions obtingudes s’emmagatzemen a -20ºC fins al moment 

de la seva utilització. 

 

 

B. Descondensació de la cromatina espermàtica 

 Deixar el portaobjectes a temperatura ambient fins a la seva descongelació. 

 Rentar la preparació dues vegades consecutives en una solució de 2xSSC durant 3 minuts 

cada un. 

 Deshidratar el portaobjectes en una sèrie creixent d’etanol en aigua destil·lada (70%, 90% i 

100%) durant 1 minut en cadascun d’ells. 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient.  
 Incubar la preparació a 37ºC en una solució de descondensació de la cromatina (5mM 1,4-

dithiothreitol (DTT), 1% Triton X-100 i 50mM Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol). 

El temps d’incubació s’ha d’ajustar en funció de la reactivitat de cada mostra a la solució de 

descondensació i al tipus de sonda que s’utilitzi. Aquest temps varia entre 1 i 10 minuts. 

El DTT trenca els ponts disulfur de les protamines que empaqueten la cromatina del nucli dels 

espermatozoides.  
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 Rentar el portaobjectes, dues vegades, en una solució de 2xSSC durant 3 minuts cada un i 

deshidratar les preparacions en una sèrie creixent d’etanol en aigua destil·lada (70%, 90% i 

100%). 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 

 

C. Hibridació in situ fluorescent (FISH) 

 Incubar la preparació en una solució de desnaturalització (70% formamida/2xSSC) durant 5 

minuts a 73ºC.  

La formamida és un agent desnaturalitzant que permet disminuir la temperatura de 

desnaturalització a 72ºC. Aquesta reducció de la temperatura, ajuda a preservar millor la morfologia 

cromosòmica. 

 Deshidratar el portaobjectes utilitzant una sèrie de solucions d’etanol en aigua destil·lada 

(70%, 85% i 100%) durant 1 minut en cadascuna d’elles. 

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 Afegir la sonda (CEP18/X/Y o LSI 13/21, AneuVysion® multicolor DNA Probe kit, Vysis Inc., 

Downers Grove, IL, USA), col·locar un cobreobjectes i segellar amb cola.  

Aquestes sondes estan predesnaturalitzades i per tant s’utilitzen directament sense un tractament 

previ de desnaturalització. 

Les sondes AneuVysion® multicolor DNA Probe kit permeten analitzar la presència d’anomalies 

numèriques pels cromosomes X, Y, 13, 18 i 21 utilitzant dues combinacions diferents de sondes 

sobre dos portaobjectes diferents. El tipus de DNA que reconeixen les sondes, les regions de cada 

cromosoma on hibriden i el fluorocrom que les marca es detallen a la taula 3.7.  

 

 

 

 

 

 Incubar les preparacions en una cambra humida a 37ºC entre 16-20 hores per tal de que les 

sondes hibridin sobre les regions específiques del DNA de la mostra. 

 Treure el cobreobjectes desplaçant-lo lateralment. 

Combinació de 

sondes Tipus de DNA Regió del cromosoma Fluorocrom 

CEP X, Y i 18 α-satèl·lit 

α-satèl·lit 

α-satèl·lit 

18p11.1-q11.1 

Xp11.1-q11.1 

Yp11.1-q11.1 

SpectrumAqua  

SpectrumGreen 

SpectrumOrange 

LSI 13 i 21 seqüència única 

seqüència única 

13q14 

21q22.13-q22.2 

SpectrumGreen 

SpectrumOrange 

Taula 3.7. Característiques de les sondes AneuVysion® multicolor DNA Probe kit (Vysis Inc.,  
Downers Grove, IL, USA). 
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 Rentar el portaobjectes amb solució de 0,4xSSC/0,3%NP-40 escalfada a 73ºC durant 2 minuts. 

 Transferir el portaobjectes a la solució de rentat 2xSSC/0,1%NP-40 a temperatura ambient 

durant 1 minut. 

Els dos rentats amb SSC i NP40 ajuden a eliminar les sondes no hibridades o les que ho hagin fet 

inespecíficament.   

 Deixar assecar el portaobjectes a temperatura ambient. 

 Tenyir la cromatina dels nuclis dels espermatozoides amb DAPI (Vysis Inc., Downers Grove, IL, 

USA) i tapar amb un cobreobjectes de vidre.  

El DAPI és un fluorocrom que marca la cromatina del nucli de color blau. 

 Segellar el cobreobjectes amb esmalt d’ungles. 

 Guardar els portaobjectes preservats de la llum a -20ºC fins al moment de la seva valoració. 

 

 

D. Valoració al microscopi de fluorescència 

 Analitzar les preparacions amb un microscopi de fluorescència equipat amb un filtre triple per 

DAPI/Green/Orange i filtres de banda única per SpectrumAqua, SpectrumGreen i 

SpectrumOrange. En aquest estudi es va utilitzar un microscopi Olympus BX60 (Olympus 

Optical España, S.A.).  

El filtre de banda triple permet la visualització simultània dels senyals d’hibridació dels fluorocroms 

SpectrumGreen, SpectrumOrange i DAPI, mentre que els 3 filtres de banda única permeten 

visualitzar individualment els fluorocroms SpectrumAqua, SpectrumGreen o SpectrumOrange (taula 

3.8.). 

 

 

Fluorocrom Pic d’excitació (nm) Pic d’emissió (nm) 

SpectrumAqua 433 480 

SpectrumGreen 497 524 

SpectrumOrange 559 588 

DAPI 367 452 

Taula 3.8. Longitud d’ona d’excitació i d’emissió dels fluorocroms 
(AneuVysion® multicolor DNA Probe kit ; Vysis Inc., Downers Grove, IL, 
USA). 

 

 

 

 Classificar els nuclis d’espermatozoides segons la combinació de senyals que presentin en: 

haploides, disòmics, nul·lisòmics i diploides (taula 3.9.; figura 3.9.).  
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Criteris d’anàlisi: 

Per a l’avaluació de cada nucli d’espermatozoide caldrà tenir en compte els criteris d’anàlisi 

següents (Blanco et al 1996): 

 

1) Criteris morfològics; només es valoraran els nuclis que: 

- no estiguin sobreposats 

  - tinguin els contorns ben definits 

  - presentin una morfologia ovalada 

 

2) Criteris d’hibridació; es valoraran els nuclis que: 

- presentin com a mínim un senyal d’hibridació. Quan presentin dos o més 

senyals d’hibridació del mateix color, es consideraran senyals independents 

sempre que: 

 - tinguin la mateixa mida 

 - presentin la mateixa intensitat 

  - la distància entre ells sigui igual o superior al diàmetre del senyal. 

 

Combinació 

de sondes 

Combinació de 

senyals Cromosomes  Genotip 

CEP X, Y i 18  

 

18 X 

18 Y 

Haploide 

  

 

 

18 X Y 

18 X X 

18 Y Y 

Disòmic pels cromosomes sexuals 

  

 

18 18 X 

18 18 Y 

Disòmic pel cromosoma 18 

  

 

 

18 

X  

Y 

Nul·lisòmic 

  

 

 

18 18 X Y 

18 18 X X 

18 18 Y Y 

Diploide 

LSI 13 i 21  13 21 Haploide 

  13 13 21 Disòmic pel cromosoma 13 

  13 21 21 Disòmic pel cromosoma 21 

  

 

13 

21 

Nul·lisòmic 

  13 13 21 21 Diploide 

Taula 3.9. Determinació del genotip dels espermatozoides en funció de la combinació de 
senyals observada. 
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Figura 3.9. (A) Nuclis d’espermatozoides hibridats amb les sondes CEP X SpectrumGreen, 
CEP Y SpectrumOrange i CEP 18 SpectrumAqua (AneuVysion® Assay). S’observen dos 
espermatozoides haploides (un portador del cromosoma X i l’altre portador del cromosoma 
Y) i un espermatozoide disòmic pels cromosomes sexuals. (B) Nuclis d’espermatozoides 
hibridats amb les sondes LSI 13 SpectrumGreen i LSI 21 SpectrumOrange (AneuVysion® 
Assay). S’observa un espermatozoide haploide, un espermatozoide amb una disomia del 
cromosoma 21 i un espermatozoide diploide. 

 

 Valorar un mínim de 500 espermatozoides per hibridació i per pacient. En el cas dels individus 

control es van analitzar 10.000 espermatozoides. 

El nombre d’espermatozoides estudiats determinarà el nivell de precisió assolit. Així, i segons la 

fórmula del model estadístic de determinació de la mida de la mostra (figura 3.10.), avaluant 500 

espermatozoides s’assumiria un error d’un 4%, i analitzant-ne 10.000 l’error seria de l’1%.  

 

 

n = mida de la mostra 

K = coeficient obtingut a partir del nivell de confiança 
que s’estableixi (per un nivell de confiança del 95% el 
valor de K és 1,96) 

p0 = proporció esperada d’observacions que presentaran 
la característica que valorem (situació de màxima 
incertesa: p=0,5) 

q0 = 1- p0 

e = precisió amb la que es vol estimar un paràmetre 

Figura 3.10. Fórmula del model estadístic de determinació de la mida de la mostra. 

 



Material i mètodes  

 42 

3.3. Anàlisi estadística 

L’anàlisi estadística dels resultats es va realitzar amb el suport especialitzat del Servei 

d’estadística de la Universitat Autònoma de Barcelona (annex 7.2.). El software utilitzat ha estat 

el SPSS (versió 15.0.1.1, Chicago, IL), SAS v9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) i el SPAD 

v4.5 (Centre International de Statistiques et d’Informatique Appliquées, Saint Mandé, France). 

El nivell de significació estadística establert va ser de 0,05. 

 

3.3.1. Mostres de teixit testicular: Recompte de quiasmes 

A partir dels recomptes de quiasmes de tots els bivalents estudiats es van calcular els estadístics 

mitjana, moda, desviació estàndard, i el rang del nombre de quiasmes per cadascun dels 23 

bivalents i per a cada pacient. També es va establir la mitjana de quiasmes per metafase de 

cadascun dels individus sumant les mitjanes obtingudes per cada bivalent. 

Es van comparar les mitjanes de recomptes de quiasmes per metafase calculades a partir de 

tots els bivalents informatius i les calculades només tenint en compte les metafases en les que 

s’havien identificat totes les unitats cromosòmiques i s’havien pogut comptar el nombre de 

quiasmes en tots els bivalents, mitjançant el test de t-student.  

 

A. Anàlisi de clústers 

Amb l’objectiu de detectar pacients amb característiques similars pel que fa als recomptes de 

quiasmes es va realitzar una anàlisi de clústers jeràrquic (Lebart et al 2000). Les variables 

utilitzades van ser les mitjanes dels recomptes de cada individu. Es van estandarditzar les 

variables i es va considerar el mètode de Ward per calcular les distàncies. Les agrupacions entre 

individus es van representar mitjançant un dendrograma, és a dir un diagrama en forma d’arbre 

que mostra les relacions de proximitat entre els diversos pacients. 

 

B. Modelitzacions segons clústers, cariotip i seminograma 

Per tal d’analitzar si el fet de pertànyer a un clúster o de presentar determinades 

característiques del cariotip o del seminograma afectava el recompte de quiasmes per metafase, 

es va avaluar la variable resposta “recompte de quiasmes” segons aquestes tres variables 

explicatives. Es van definir dues categories pel cariotip: “46,XY” i “46,XY (polimorfisme)”, i tres 

categories pel seminograma: “normal”, “anormal no OAT” i “anormal OAT” (taula 3.10.). 

 

Donada la naturalesa de la variable resposta “recompte de quiasmes” (un comptatge) va ser 

necessari establir models de regressió de Poisson (Cameron i Trivedi 1998). Es van considerar 

mesures repetides (en cada pacient es mesuren diferents cèl·lules i en cada cèl·lula els 23 

bivalents), i es va corregir el problema de la baixa variabilitat (underdispersion, variabilitat 

inferior a la mitjana degut a que el recompte de quiasmes sempre està entre 0 i 6). 
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Codi 

Pacient Cariotip 

Recodificació 

cariotip Seminograma 

Recodificació 

seminograma 

072 46,XY 46,XY T Anormal no OAT 
118 46,XY 46,XY OA Anormal no OAT 
140 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT 
142 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT 
282 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT 
284 46,XY 46,XY Az Anormal no OAT 
285 46,XY,14ps+,15ps+ 46,XY (polimorfisme) Az Anormal no OAT 
287 46,XYqh+ 46,XY (polimorfisme) N Normal 
289 46,XY 46,XY A Anormal no OAT 
291 46,XY 46,XY AT Anormal no OAT 
299 46,XY,inv9(p11q12) 46,XY (polimorfisme) N Normal 
300 46,XY 46,XY A Anormal no OAT 
301 46,XY 46,XY A Anormal no OAT 
302 46,XY 46,XY N Normal 
307 46,XY 46,XY A Anormal no OAT 
308 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
309 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
310 46,XY 46,XY OA Anormal no OAT 
312 No s’ha avaluat - Az Anormal no OAT 
314 46,XY 46,XY N Normal 
315 46,XYqh+,inv9(p12q12) 46,XY (polimorfisme) Az Anormal no OAT 
321 46,XY 46,XY N Normal 
323 46,XY 46,XY A Anormal no OAT 
328 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
331 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
360 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
361 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
392 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6837 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6854 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6858 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6859 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6866 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
6867 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
8345 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
8362 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
8514 46,XY 46,XY OAT Anormal OAT 
Taula 3.10. Recodificació dels pacients segons el cariotip somàtic i els paràmetres seminals.  
A: Astenozoospèrmia, AT: Astenoteratozoospèrmia, Az: Azoospèrmia, N: Normozoospèrmia, OA: 
Oligoastenozoospèrmia, OAT: Oligoastenoteratozoospèrmia, T: Teratozoospèrmia. 

 

 

Es va establir un model per a tots els individus amb cadascuna de les variables per separat, i un 

model per a cadascun dels clústers amb les variables cariotip, seminograma i la interacció entre 

les dues variables. A partir dels models establerts, es van calcular els valors esperats de 

recomptes de quiasmes per metafase en cadascuna de les categories de les variables resposta i 

es van analitzar i quantificar les possibles diferències entre elles. La quantificació d’aquestes 

diferències es va obtenir a partir del Risc Relatiu (RR) calculat a partir dels resultats el model; 

entenent per RR la probabilitat de presentar més o menys quiasmes d’una categoria respecte de 

l’altra. 
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3.3.2. Mostres de teixit testicular: Relació de proximitat al bivalent sexual 

Per tal d’analitzar si alguns bivalents es trobaven més freqüentment propers al bivalent sexual 

que d’altres, es va crear una variable indicadora de si el bivalent quedava proper o no, 

assignant el valor “1” quan el bivalent quedava proper (dins de la primera corona; figura 3.7.) i 

el valor “0” quan no hi quedava (fora de la primera corona; figura 3.7.). 

 

 

A. Anàlisi de bivalents individuals 

L’anàlisi de proximitat de cada bivalent es va realitzar mitjançant un model de regressió logística 

(Hosmer i Lemeshow 2000) amb mesures repetides considerant com a “variable explicativa” els 

diferents bivalents. A partir del model establert es van calcular les odds ratio, que representaven 

el risc que tenia un bivalent de ser proper al bivalent sexual respecte dels altres. Es van realitzar 

comparacions 2 a 2 entre cada bivalent respecte de tots els altres mitjançant el test de la χ2 per 

comprovar el grau de significació de les diferències. 

 

 

B. Anàlisi de grups de bivalents 

Es va avaluar si existien diferències de proximitat entre grups de bivalents formats a partir de 

cromosomes amb característiques de mida i morfologia similars. Per poder-ho estudiar, va ser 

necessari recodificar la variable explicativa “bivalent” segons els 7 grups de cromosomes que 

s’estableixen en el cariotip humà (taula 3.11.) 

Per a l’estudi estadístic d’aquestes dades també es va fer servir un model de regressió logística 

amb mesures repetides. En aquest cas la variable explicativa van ser els diferents grups de 

bivalents que s’havien establert. Com en el cas anterior es van calcular les odds ratio i es van 

avaluar les diferències entre els grups de bivalents mitjançant el test de la χ2. 

 

 

Grup  Bivalents 

A 1,2,3 

B 4,5 

C 6,7,8,9,10,11,12 

D 13,14,15 

E 16,17,18 

F 19,20 

G 21,22 

Taula 3.11. Bivalents agrupats segons 
les característiques de mida i morfologia 
cromosòmica. 
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3.3.3. Mostres de semen 

Es van calcular els percentatges d’espermatozoides amb disomies pels cromosomes 13, 18, 21 i 

cromosomes sexuals i les diploïdies, dels individus control i dels individus amb problemes de 

fertilitat.  

 

A. Anàlisi individual 

Per tal de determinar si les disomies y diploïdies observades en els individus infèrtils eren 

diferents a les de la població control, i degut a la mida de la mostra (500 espermatozoides per 

individu), es va aplicar el test exacte de Fisher. Aquesta comparació estadística es va realitzar 

pels cinc genotips analitzats i es va aplicar per cada individu de forma particular.  

 

B. Anàlisi poblacional 

Els resultats obtinguts es van tractar poblacionalment; agrupant els pacients segons les 

característiques del seminograma (A, AT, N, O, OA, OAT, OT, T), del cariotip somàtic (normal, 

polimòrfic, anormal) o del cariotip meiòtic (normal, anormal). 

Es van calcular els percentatges i els intervals de confiança dels individus que presentaven un 

resultat de FISH anormal segons els paràmetres seminals i segons el resultat de l’estudi meiòtic. 

 

C. Correlació entre anomalies cromosòmiques i paràmetres seminals 

Per valorar la correlació entre l’increment d’anomalies cromosòmiques i els paràmetres de 

recompte espermàtic, motilitat i morfologia es va utilitzar el coeficient de correlació de Pearson. 

Aquest estudi es va fer pels cinc genotips per separat i també pel total d’anomalies 

cromosòmiques observades. 

 

D. Correlació entre anomalies cromosòmiques i edat 

Es va utilitzar el coeficient de correlació de Pearson per valorar la correlació entre l’increment 

d’anomalies cromosòmiques i edat; tant pel total d’anomalies cromosòmiques observades com 

pels cinc genotips per separat. Per realitzar aquestes correlacions només es van tenir en compte 

els individus de cariotip somàtic normal. 

Finalment, per comparar la mitjana d’edat dels individus que presentaven increments 

significatius amb la mitjana d’edat del grup restant d’individus, es va aplicar el test de Mann 

Whitney. 
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Resultats

4.1. Estudis en biòpsia testicular  

 

4.1.1. Anàlisi dels cromosomes a l’estadi de metafase I 

Es van avaluar un total de 481 metafases I. En el 16,2% (6/37) dels individus no es va observar 

cap espermatòcit primari en aquesta etapa. La mitjana de metafases analitzada per individu va 

ser de 15,5±12,5 (rang: 1-52) (taula 4.1.). 

 

 

Codi 

Pacient 

Nº de MI 

analitzades 

Codi 

Pacient 

Nº de MI 

analitzades 

072 0 314 8 

118 10 315 36 

140 11 321 24 

142 11 323 0 

282 0 328 34 

284 18 331 27 

285 0 360 2 

287 22 361 2 

289 8 392 13 

291 18 6837 3 

299 11 6854 6 

300 0 6858 38 

301 12 6859 32 

302 6 6866 21 

307 10 6867 9 

308 4 8345 1 

309 5 8362 0 

310 18 8514 9 

312 52   

Taula 4.1. Nombre de metafases I analitzades per 
pacient. 

 

 

 

Es van identificar totes les unitats cromosòmiques en el 85,7% (412/481) de les cèl·lules 

analitzades (taula 4.2.). La resta incloïen unitats cromosòmiques no informatives (14,3%; 

69/481). 

De les 412 metafases I informatives, el 67,7% presentava tots els cromosomes aparellats 

formant bivalents. El 21,8% mostrava 22 bivalents autosòmics i els cromosomes sexuals en 

forma d’univalent (taula 4.2.). D’altra banda, el 6,8% es varen classificar com metafases 

hipoploides, de les quals, més de la meitat presentaven univalents. Finalment, en el 1,7% de les 

metafases s’observava desinapsi generalitzada de bivalents, mentre que el 1,5% eren metafases 

tetraploides. 
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Resultats 

 

 Total Subtotal 

Característiques Metafase I Nº % Nº  % 

MI,23,XY 279 67,7  

MI,24,X,Y 90 21,8  

Hipoploïdies 28 6,8  

    MI,23,X,-I(Y)   6 1,5

    MI,22,XY,-II(19)   3 0,7

    MI,22,XY,-II(17)   2 0,5

    MI,22,XY,-II(18)   2 0,5

    MI,23,XY,-II(21),+I(21)   2 0,5

    MI,21,XY,-II(4),-II(15)   1 0,2

    MI,21,XY,-II(5),-II(16)   1 0,2

    MI,22,XY,-II(3)   1 0,2

    MI,22,XY,-II(4)   1 0,2

    MI,22,XY,-II(14)   1 0,2

    MI,22,XY,-II(22)   1 0,2

    MI,22,X,Y,-II(4),-II(7)   1 0,2

    MI,23,X,Y,-II(3)   1 0,2

    MI,23,X,Y,-II(21)   1 0,2

    MI,23,Y,-I(X)   1 0,2

    MI,23,X,-I(Y),-II(21),+I(21)   1 0,2

    MI,25,X,-I(Y),-II(21),+I(21),+I(21),-II(22),+I(22),+I(22)   1 0,2

    MI,26,X,-I(Y),-II(11),+I(11),+I(11),-II(15),+I(15),+I(15),-II(22),+I(22),+I(22)   1 0,2

Desinapsi generalitzada 7 1,7  

MI,46,XY,XY 6 1,5  

Altres 2 0,5  

    MI,24,XY,-II(19),+I(19),+I(19)   1 0,2

    MI,26,X,Y,-II(12),+I(12),+I(12),-II(18),+I(18),+I(18)   1 0,2

Total 412 100  

Taula 4.2. Característiques de les metafases I analitzades.      

 

 

La mitjana, la moda, el màxim, el mínim i la desviació estàndard del nombre de quiasmes per 

cadascun dels 23 bivalents i per cada pacient es detalla a la taula 4.3. És important destacar 

que quan a la taula un bivalent mostra el nombre zero com a valor mínim de recompte de 

quiasmes, indica que es van observar univalents en alguna de les metafase avaluades. D’altra 

banda cal dir que, els individus 072, 282, 285, 300, 323 i 8362 es van considerar “no 

informatius” perquè no es va observar cap metafase I en les preparacions analitzades. 

Es va establir la mitjana de quiasmes per metafase de cadascun dels individus sumant les 

mitjanes obtingudes per cada bivalent. La mitjana de quiasmes per metafase I a la població 

d’estudi es va determinar a partir dels recomptes obtinguts en els 8421 bivalents analitzats i va 

ser de 50,3 quiasmes. 
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Taula 4.3. Descripció del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es detalla la mitjana, la 
moda, el màxim, el mínim, la desviació estàndard i el nombre de bivalents analitzats. 
BV: bivalent; DE: desviació estàndard. 
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Taula 4.3. (continuació) Descripció del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es 
detalla la mitjana, la moda, el màxim, el mínim, la desviació estàndard i el nombre de bivalents analitzats. 
BV: bivalent; DE: desviació estàndard. 
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Taula 4.3. (continuació) Descripció del nombre de quiasmes per bivalent per cadascun dels individus estudiats on es 
detalla la mitjana, la moda, el màxim, el mínim, la desviació estàndard i el nombre de bivalents analitzats. 
BV: bivalent; DE: desviació estàndard. 
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La mitjana poblacional del nombre de quiasmes també es va calcular tenint en compte les 121 

metafases en les que s’havien pogut identificar totes les unitats cromosòmiques i comptar el 

nombre de quiasmes en tots els bivalents, i que per tant es disposava d’un recompte total de 

quiasmes per metafase (taula 4.4.). En aquest cas, la mitjana va ser de 50,9±5,5 quiasmes. 

Aquest valor no va ser significativament diferent de la mitjana de 50,3 quiasmes obtinguda de 

l’anàlisi de tots els bivalents informatius (t=-0,530; p=0,598). Per aquesta raó es va decidir 

treballar a partir de tots els recomptes de quiasmes (independentment de si formaven part 

d’una metafase “completa” o “incompleta”). 

 

 

Codi 

Pacient 

Nº de MI 

analitzades* 

Mitjana de 

quiasmes DE Màxim Mínim 

287 8 56,4 2,0 59 53 
284 10 51,4 3,6 58 46 
6866 0 - - - - 
289 1 54,0 - 54 54 
301 4 53,8 5,0 59 49 
299 2 46,5 3,5 49 44 
392 7 51,9 2,5 56 49 
307 4 53,3 2,8 56 50 
6867 2 52,0 0,0 52 52 
142 4 52,3 2,5 55 49 
328 11 53,4 3,2 60 49 
331 3 53,0 1,0 54 52 
140 0 - - - - 
118 1 49,0 - 49 49 
302 1 61,0 - 61 61 
8345 1 52,0 - 52 52 
314 2 48,0 1,4 49 47 
291 1 49,0 - 49 49 
6854 0 - - - - 
321 13 50,5 3,2 57 45 
6858 8 51,1 2,5 55 47 
6859 7 51,3 3,9 58 47 
312 9 50,8 3,7 58 46 
309 2 50,0 7,1 55 45 
310 9 47,9 5,8 54 37 
360 1 52,0 - 52 52 
315 7 46,6 4,6 52 39 
308 1 47,0 - 47 47 
6837 1 45,0 - 45 45 
8514 0 - - - - 
361 1 11,0 - 11 11 

Tots els 

individus 
121 50,9 5,5 61 11 

Taula 4.4. Nombre de quiasmes per metafase per cadascun dels 
individus estudiats. Es detalla el nombre de metafases I analitzades, la 
mitjana de quiasmes, la desviació estàndard, el màxim i el mínim. 
*Només s'han inclòs les metafases I en les que ha estat possible comptar 
el nombre de quiasmes de tots els bivalents. 
DE: desviació estàndard. 
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A. Anàlisi de clústers 

Aquesta anàlisi es va fer a partir de les mitjanes de recomptes de quiasmes de cadascun dels 

bivalents per cada individu (fileres ombrejades a la taula 4.3.) i va permetre agrupar els 

individus en 3 clústers diferenciats: A, B i C (figura 4.1.). El clúster A estava format per 17 

individus, el clúster B per 13 individus i el clúster C el constituïa un únic individu. Els 6 pacients 

en els que no s’havia observat cap metafase I quedaven exclosos del dendrograma. 

 

 

 

Figura 4.1. Dendrograma obtingut a partir de l’anàlisi multivariant de les 
mitjanes dels recomptes de quiasmes per cadascun dels bivalents (els 
valors a partir dels quals s’han establert els clústers es detallen a les fileres 
ombrejades de la taula 4.3.) 
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El dendrograma és una representació gràfica de les distàncies relatives entre individus. El fet de 

que el pacient que constituïa el clúster C presentés unes característiques de recompte de 

quiasmes molt diferents de la resta, reduïa les distàncies relatives que s’establien entre els 

altres individus estudiats. Per tal d’ajustar la classificació dels pacients, es va excloure el cas 361 

de l’anàlisi i es va establir un nou dendrograma (figura 4.2.). En la nova classificació, els 

individus es van agrupar en dos clústers diferenciats: l’A i el B. El clúster A, format per 16 

individus, presentava una mitjana poblacional de 53,1 quiasmes per metafase (rang entre 50,2 i 

55,9) i el clúster B, format per 14 individus, en presentava 47,9 (rang entre 43,1 i 50,5). 

 

 

Figura 4.2. Dendrograma resultant d’excloure l’individu 361. 
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En el clúster A les mitjanes de quiasmes de més de la meitat dels bivalents (14/23) varen ser 

superiors a les mitjanes poblacionals (figura 4.3.). Els mateixos cromosomes varen mostrar 

mitjanes de quiasmes significativament inferiors en el clúster B. La majoria d’aquests bivalents 

estaven formats per cromosomes mitjans o grans. Pel que fa a l’individu 361, aquest presentava 

els recomptes de quiasmes més baixos de tots els observats. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3. Gràfic de barres on es mostren les mitjanes de quiasmes de cadascun dels bivalents pel clúster A, el clúster B, 
l’individu 361 i les mitjanes de tots els individus junts. La taula mostra els valors a partir dels quals s’ha construït el gràfic. 
*Bivalents que presenten diferències significatives respecte a la mitjana poblacional en el clúster A i B. 

 

 

 

B. Modelització segons clústers 

Es van establir models de regressió de Poisson per tal d’analitzar i quantificar les possibles 

diferències entre els clústers A i B del dendrograma. Les diferències observades van ser 

estadísticament significatives (F=102,61; p<0,0001).  
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Es van calcular els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase d’aquests dos 

clústers (taula 4.5.), i es va poder establir que de mitjana s’esperaria trobar un 10% més de 

quiasmes en el clúster A que en el clúster B (RR:1,102; p<0,0001). 

 

 

Clúster 
Mitjana esperada de 

quiasmes per bivalent 

Mitjana esperada de 

quiasmes per metafase 

A  2,18 50,1 

B  1,98 45,5 

Taula 4.5. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per 
metafase) de les dues categories de la variable explicativa “grups d’individus 
definits a partir de l’anàlisi de clústers”, calculats a partir del model de 
regressió de Poisson establert. 

 

 

 

C. Modelitzacions segons cariotip i seminograma 

Es va analitzar si hi havia diferències significatives en les freqüències de quiasmes obtingudes 

en cada cèl·lula segons les variables explicatives del cariotip i del seminograma. Tal com ja s’ha 

descrit a l’apartat de material i mètodes, per la variable “cariotip” es van definir dues categories: 

“46,XY” i “46,XY (polimorfisme)”, i per la variable “seminograma” se’n van definir tres: “normal”, 

“anormal no OAT” i “anormal OAT” (taula 3.10.). Les diferències observades entre les categories 

de cada variable van ser significatives, tant pel cariotip (F=14,92; p=0,0001) com pel 

seminograma (F=9,50; p<0,0001). Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase 

que es van calcular a partir del model, es detallen a la taula 4.6.  

 

 

Variable Categoria 

Mitjana esperada de 

quiasmes per bivalent 

Mitjana esperada de 

quiasmes per metafase 

Cariotip 46,XY 2,10 48,4 

 46,XY (polimorfisme) 1,97 45,2 

Seminograma Normal 2,17 49,8 

 Anormal no OAT 2,10 48,3 

 Anormal OAT 2,03 46,7 

Taula 4.6. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les dues categories de les 
variables explicatives “cariotip” i “seminograma”; calculats a partir del model de regressió de Poisson 
establert. 
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En el cas del cariotip es va establir que, de mitjana, s’esperaria trobar un 7% menys de 

quiasmes en el la categoria “46,XY (polimorfisme)” que en la categoria “46,XY” (RR:1,070; 

p=0,0001) (annex 7.2., pàgina 150). D’altra banda, analitzant les diferents categories del 

seminograma, es va establir que s’esperaria trobar un 7% menys de quiasmes en la categoria 

“anormal OAT” que en la categoria “normal” (RR:1,067; p=0,0002), i un 3% menys de 

quiasmes en la categoria “anormal OAT” que en la categoria “anormal no OAT” (RR:1,034; 

p=0,0082). Els valors esperats de quiasmes de les categories “normal” i “anormal no OAT” no 

van presentar diferències significatives (RR:0,969; p=0,1254) (annex 7.2., pàgina 152). 

 

 

D. Anàlisi d’integració de variables 

En el clúster A, les diferències observades en els recomptes de quiasmes tenint en compte la 

interacció entre les variables “cariotip” i “seminograma” van ser significatives (F=3,81; 

p=0,0096). 

Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase per cadascuna de les combinacions 

possibles entre les categories del cariotip i del seminograma, es detallen a la taula 4.7.  

Quan es van comparar dos a dos les 4 categories obtingudes en el clúster A (detallades a la 

4.10.), només es van observar diferències significatives entre “46,XY (polimorfisme) + normal” i 

“46,XY + normal” (t=2,94; p=0,0176) (veure annex 7.2., pàgina 155). 

 

 

Interacció entre les variables: 

Cariotip Seminograma 

Mitjana esperada de 

quiasmes per bivalent 

Mitjana esperada de 

quiasmes per metafase 

46,XY Normal 2,11 48,46 

46,XY Anormal no OAT 2,15 49,52 

46,XY Anormal OAT 2,19 50,43 

46,XY (polimorfisme) Normal 2,23 51,26 

Taula 4.7. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les diferents 
combinacions possibles entre les categories del cariotip i les del seminograma en el clúster A. Valors 
calculats a partir del model de regressió de Poisson establert. 

 

 

 

En el clúster B, les diferències observades en els recomptes de quiasmes tenint en compte la 

interacció entre les variables “cariotip” i “seminograma” també van ser significatives (F=7,40; 

p<0,0001). 
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Els valors esperats de recomptes de quiasmes per metafase per cadascuna de les combinacions 

possibles entre les categories del cariotip i del seminograma en aquest clúster, es detallen a la 

taula 4.8.  

Quan es van comparar dos a dos les 4 categories obtingudes en el clúster B, es van observar 

diferències significatives en dues d’aquestes comparacions. Una d’elles va ser entre “46,XY 

(polimorfisme) + Anormal OAT” i “46,XY + Anormal no OTA” (t=-4,48; p<0,0001), i l’altre, 

entre “46,XY (polimorfisme) + Anormal OAT” i “46,XY + Anormal OAT” (t=-3,85; p=0,0007) 

(veure annex 7.2., pàgina 157). 

 

 

Interacció entre les variables: 

Cariotip Seminograma 

Mitjana esperada de 

quiasmes per bivalent 

Mitjana esperada de 

quiasmes per metafase 

46,XY Normal 2,03 46,70 

46,XY Anormal no OAT 2,02 46,45 

46,XY Anormal OAT 2,03 46,66 

46,XY (polimorfisme) Anormal OAT 1,75 40,26 

Taula 4.8. Valors esperats de recomptes de quiasmes (per BV i per metafase) de les diferents 
combinacions possibles entre les categories del cariotip i les del seminograma en el clúster B. Valors 
calculats a partir del model de regressió de Poisson establert. 

 

 

 

4.1.2. Relació de proximitat al bivalent sexual 

Es van identificar els bivalents autosòmics més propers al bivalent sexual en les 279 metafases I 

que presentaven tots els cromosomes en forma de bivalent (taula 4.2.).  

 

 

A. Anàlisi de bivalents individuals 

Les mitjanes dels valors de “zeros” i “uns” assignats a cada bivalent es mostren a la taula 4.9.  

Tots els bivalents autosòmics es van observar propers al bivalent sexual en alguna de les 

metafases I analitzades. Els bivalents que van presentar valors més elevats, i que per tant 

tendien a quedar més propers al bivalent sexual, varen ser el 15, el 22, el 14, el 7 i el 21. 

 

A l’analitzar la probabilitat que tenia cada bivalent autosòmic de ser proper al bivalent sexual 

respecte a la resta de bivalents, es va observar que els bivalents 22 i 15 es trobaven 

significativament més propers que els altres (p=0,011 i p=0,014, respectivament). 
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Taula 4.9. Estimació de la proximitat de cada bivalent autosòmic al bivalent sexual. Els nombres detallats a la taula són les 
mitjanes dels valors de “0” (bivalent autosòmic no proper al bivalent sexual) i de “1” (bivalent autosòmic proper al bivalent 
sexual) assignats a cadascun dels bivalents. 
BV: bivalent. 

 

 

B. Anàlisi de grups de bivalents 

Es va avaluar si alguns bivalents, formats per cromosomes amb característiques morfològiques i 

de mida similars, s’observaven més freqüentment propers al bivalent sexual (taula 4.10.).  

 

Grup Bivalents inclosos Estimació de proximitat (Percentatge) 

A 1,2,3 25 

B 4,5 24 

C 6,7,8,9,10,11,12 26 

D 13,14,15 29 

E 16,17,18 25 

F 19,20 25 

G 21,22 31 

Taula 4.10. Estimació de la proximitat dels diferents grups de bivalents. 

 

Els grups que van presentar valors més elevats varen ser el grup D i el grup G. Quan es va 

analitzar la probabilitat que tenia cada grup de bivalents de ser proper al bivalent sexual 
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respecte dels altres grups, dos d’ells van presentar diferències significatives. El grup B, que 

incloïa els bivalents 4 i 5, per no proximitat al bivalent sexual (p=0,038), i el grup G, que incloïa 

els cromosomes 21 i 22, per estar-hi més freqüentment propers (p=0,030). 

No es van observar patrons característics d’individu pel que fa a les proximitats dels diferents 

grups de bivalents al bivalent sexual (Anàlisi multivariant de correspondències múltiples, veure 

annex 7.2. pàgines 164-166). 

 

 

4.1.3. Anàlisi dels cromosomes a l’estadi de metafase II  

Es van analitzar un total de 124 metafases II. En el 37% (13/37) dels individus no es van 

observar cèl·lules en aquest estadi de divisió (taula 4.11.). La mitjana de metafases II 

analitzada per individu va ser de 5,2±4,3 (rang: 1-18). 

 

Codi 

Pacient 

Nº de MII 

analitzades 

Codi 

Pacient 

Nº de MII 

analitzades 

072 0 314 7 

118 0 315 0 

140 0 321 2 

142 4 323 0 

282 0 328 7 

284 3 331 3 

285 0 360 0 

287 11 361 0 

289 0 392 3 

291 2 6837 0 

299 4 6854 0 

300 2 6858 7 

301 7 6859 18 

302 0 6866 14 

307 4 6867 7 

308 2 8345 1 

309 1 8362 1 

310 8 8514 1 

312 5   

Taula 4.11. Nombre de metafases II analitzades per 
cadascun dels individus inclosos a l’estudi. 

 

 

En un total de 116 metafases es van poder comptar i analitzar totes les unitats cromosòmiques. 

El 47,4% de les metafases es van classificar com a normals, el 18,1% presentava cromosomes 

amb les cromàtides separades, 13,8% mostrava formes no esperades, el 3,4% presentava 

pèrdues d’una cromàtide en algun cromosoma i el 14,7% eren aneuploides (taula 4.12.). Un 

2,6% de les metafases eren diploides. 
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 Característiques Metafase II 

Codi 

Pacient Normal 

Separació 

cromàtides 

Formes no 

esperades1 

Pèrdua 

cromàtide Aneuploïdia 46,X,Y

287 6 (54,5%) 3 (27,3%) 2 (18,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

284 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

6866 8 (61,5%) 1 (7,7%) 2 (15,4%) 0 (0,0%) 2** (15,4%) 0 (0,0%)

289 - - - - - -

301 3 (42,9%) 1 (14,2%) 3 (42,9%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

299 3 (75,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1* (25,0%) 0 (0,0%)

392 2 (66,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (33,3%) 0 (0,0%)

307 2 (50,0%) 0 (0,0%) 2 (50,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

6867 2 (28,6%) 0 (0,0%) 1 (14,3%) 0 (0,0%) 4** (57,1%) 0 (0,0%)

142 3 (60,0%) 1 (20,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (20,0%)

328 4 (57,1%) 2 (28,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (14,3%)

331 0 (0,0%) 2 (66,7%) 0 (0,0%) 1* (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

140 - - - - - -

118 - - - - - -

302 - - - - - -

8345 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

314 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

291 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

6854 - - - - - -

321 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

6858 5 (71,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2* (28,6%) 0 (0,0%)

6859 6 (35,2%) 1 (5,9%) 2 (11,8%) 2* (11,8%) 5 (29,4%) 1 (5,9%)

312 0 (0,0%) 4 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

309 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1* (100,0%) 0 (0,0%)

310 3 (37,5%) 3 (37,5%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

360 - - - - - -

315 - - - - - -

308 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

6837 - - - - - -

8514 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (100,0%) 0 (0,0%)

361 -  - - - -

072 -  - - - -

282 -  - - - -

285 -  - - - -

300 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

323 -  - - - -

8362 1 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Tots els 

individus 55 (47,4%) 21 (18,1%) 16 (13,8%) 4 (3,4%) 17 (14,7%) 3 (2,6%) 

Taula 4.12. Classificació de les metafases II analitzades segons les característiques dels cromosomes. 
1 aquesta categoria inclou metafases amb trencaments de cromàtide i metafases amb cromàtides asimètriques. 
* totes les metafases d’aquesta categoria presentaven cromosomes amb formes no esperades. 
** una de les metafases d’aquesta categoria presentava cromosomes amb formes no esperades. 

 

A la taula 4.13. es detallen les característiques morfològiques dels cromosomes a metafase II, 

les pèrdues de cromàtide i les aneuploïdies observades. El 91,6% dels cromosomes van mostrar 
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morfologies normals. De la resta de cromosomes, el 4,1% presentaven separació de cromàtides, 

el 0,6% van mostrar trencament en una cromàtide, el 0,9% tenien cromàtides asimètriques, el 

0,2% presentava una sola cromàtide i el 2,7% estaven implicats en aneuploïdies. 

Taula 4.13. Característiques dels cromosomes a metafase II per cadascun dels individus estudiats. 
cr.: cromosoma; crt.: cromàtide. 
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Taula 4.13. (continuació) Característiques dels cromosomes a metafase II per cadascun dels individus estudiats. 
cr.: cromosoma; crt.: cromàtide. 
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Taula 4.13. (continuació) Característiques dels cromosomes a metafase II per cadascun dels individus estudiats. 
cr.: cromosoma; crt.: cromàtide. 
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4.2. Estudis de FISH en espermatozoides 

- Individus control 

Es van analitzar un total de 63.811 espermatozoides pels cromosomes X, Y i 18 (10.635 ± 438 

espermatozoides/individu) i 62.345 espermatozoides pels cromosomes 13 i 21 (10.390 ± 192 

espermatozoides/individu). A partir dels resultats obtinguts, es van establir les freqüències 

basals de disomies, i diploïdies (taula 4.14.). 

 

 

 Disomies Diploïdies 

 Cr.13 Cr.18 Cr.21 Cr.XY   

Codi individu Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % 

C1 10/10535 0,09 5/10979 0,05 7/10535 0,07 29/10979 0,26 54/21514 0,25
C2 4/10624 0,04 0/10754 - 9/10624 0,08 11/10754 0,10 100/21378 0,47
C3 5/10477 0,05 3/10150 0,03 7/10477 0,07 25/10150 0,25 17/20627 0,08
C4 9/10292 0,09 3/11223 0,03 14/10292 0,14 23/11223 0,20 43/21515 0,20
C5 10/10323 0,10 3/10560 0,03 8/10323 0,08 21/10560 0,20 21/20883 0,10
C6 1/10094 0,01 8/10145 0,08 2/10094 0,02 11/10145 0,11 47/20239 0,23

Freqüència basal 39/62345 0,06 22/63811 0,03 47/62345 0,07 120/63811 0,19 282/126156 0,22

Taula 4.14. Disomies pels cromosomes 13, 18, 21 i sexuals i diploïdies observades en individus control. 

 

 

- Individus infèrtils 

Dels individus que consultaven per problemes de fertilitat es van analitzar 164.156 

espermatozoides en l’estudi dels cromosomes X, Y i 18 (515 ± 138,34 espermatozoides/individu) 

i 160.226 espermatozoides en el cas dels cromosomes 13 i 21 (502 ± 123,88 

espermatozoides/individu). 

 

 

A. Anàlisi individual 

L’estudi individualitzat dels 319 pacients va mostrar 49 individus (15,36%) amb increments 

significatius en les freqüències d’anomalies per, com a mínim, un dels cromosomes analitzats 

(taula 4.15.). El 35% (17/49) d’aquests individus mostrava increments exclusius 

d’espermatozoides diploïdies, el 29% (14/49) de disomies dels cromosomes sexuals, i el 16% 

(8/49) presentava incidències incrementades de les dues anomalies alhora. La resta d’individus 

mostraven altres combinacions menys freqüents (figura 4.4.).  

Els percentatges que revelaven increments significatius eren moderats i estaven compresos 

entre el 0,54% i el 4,92% (mitjana: 1,41% ±1%). Cal destacar que les disomies dels 

cromosomes 13 i 18 varen ser en tots els casos equivalents a les de la població control; havent 

exclòs d’aquesta valoració els 3 individus amb cariotip 45,XY,der(13;14)(q10;q10).  
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Disomies (%) Codi 

pacient 

Seminograma Edat Cariotip Estudi 

meiòtic Cr.13 Cr.18 Cr.21 Cr.XY 

Diploïdies 

(%) 

12 OA 31 46,XY -  1,03 0,87
16 A 33 46,XY -  0,93 
17 OAT 29 no avaluat Anormal  (D) 1,10  0,76
18 O 37 no avaluat No informatiu  1,61 
24 N 29 46,XY -  0,79 
26 OA 35 46,XY - 0,97  
33 OAT 39 46,XY -  0,96 
39 OAT 33 46,XY -  0,78 0,71
42 A 30 46,XY -   2,67
48 OA 37 no avaluat -  0,78 
51 OAT 34 45,XY,der(13;14)(q10;q10) Anormal  (B) 1,79   
59 OAT 36 46,XY Anormal  (D)  2,25 0,90
64 AT 45 46,XY,inv9(p11q12) Anormal  (D)   1,08
70 AT 36 46,XY Normal   0,59
86 OAT 29 46,XY,1qh+ Anormal  (D)  1,14 1,27
99 AT 33 no avaluat -  1,00 
112 OAT 45 46,XY Anormal  (D)  3,15 
118 AT 45 46,XY Anormal  (D)   0,79
129 OAT 37 46,XY -  0,98 
140 AT 39 no avaluat -   0,59
165 A 36 46,XY - 0,96  
166 OA 36 46,XY Anormal  (D)   1,26
172 OA 38 46,XY Anormal  (B)   0,59
178 OAT 32 46,XY Normal  1,15 1,76
180 AT 52 46,XY Anormal  (D)  2,82 
184 A 37 46,XY Anormal  (D) 1,37  0,68
188 OT 34 46,XY Anormal  (B)   0,77
191 OAT 37 46,XY -   0,78
193 N 39 46,XY Normal   0,56
199 OAT 29 no avaluat Anormal  (B) 1,00 3,27 0,91
215 OA 37 46,XY -  4,49 0,79
217 OA 38 46,XY -   0,54
232 OA 48 46,XY -   0,68
233 OAT 36 no avaluat - 0,88  
242 OA 39 46,XY Anormal  (D)  1,54 
243 OA 38 46,XY Anormal  (D)  1,84 
264 OA 32 46,XY,t(3;16)(p21;q13) -   2,71
279 O 35 46,XY -  1,37 0,77
286 N 42 46,XY Anormal  (D)  1,93 
287 OA 40 46,XY -  4,92 
328 OA 34 46,XY,22s+ Anormal (BD)  2,40 
331 OA 39 47,XXY (50%)/46,XY(50%) - 1,99  
336 OAT 29 46,XY Anormal  (B)   0,57
355 T 37 46,XY -   0,96
356 OA 40 45,XY,der(13;14)(q10;q10) - 0,59   0,98
376 OT 27 45,XY,der(13;14)(q10;q10) - 4,30   
388 N 34 46,XY -   1,97
398 OA 33 46,XY No informatiu  1,82 1,40
399 OA 34 46,XY -   0,70

Taula 4.15. Percentatge de disomies i diploïdies en pacients infèrtils que mostren valors superiors a la població control 
(p<0,05). De la segona a la cinquena columna s’indiquen el seminograma, l’edat, el cariotip i el resultat de l’estudi meiòtic, 
respectivament. 
B: bloqueig del procés meiòtic; D: desinapsi; BD: bloqueig i desinapsi. 
A: Astenozoospèrmia, AT: Astenoteratozoospèrmia, N: Normozoospèrmia, O: Oligozoospèrmia, OA: Oligoastenozoospèrmia, 
OAT: Oligoastenoteratozoospèrmia, OT; Oligoteratozoospèrmia, T: Teratozoospèrmia. 
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Figura 4.4. Incidència de les diferents combinacions d’anomalies en els espermatozoides en el 
grup d’individus amb increments significatius. 
cr.:cromosoma. 
* Individus amb cariotip 45,XY,der(13;14)(q10;q10) 

 

B. Anàlisi poblacional 

A l’analitzar les anomalies cromosòmiques per tota la població d’estudi, es va observar que les 

disomies dels cromosomes sexuals (0,41% vs. 0,19%) i les disomies del cromosoma 21 (0,15% 

vs. 0,07%) varen ser superiors (p<0,05) als percentatges observats en la població control. 

Quan es van avaluar els resultats tenint en compte els grups d’individus amb característiques 

seminals similars, en tots els grups es van observar pacients amb increments d’anomalies 

cromosòmiques en els seus gàmetes (taula 4.16.). Els pacients oligozoospèrmics (2/4; 50%), 

oligoastenozoospèrmics (17/51; 33,3%), i oligoastenoteratozoospèrmics (13/62; 21%) varen ser 

els que van presentar percentatges més elevats, essent d’entre un 5,9% i un 15,4% en la resta 

de grups. Cal destacar que alguns grups estaven formats per pocs individus i per tant els 

intervals de confiança dels percentatges eren molt amplis. 
 
 

Seminograma Nº individus Percentatge Interval de confiança 

Astenoteratozoospèrmia (AT) 6/71 8,5 2,5 – 14,5 

Astenozoospèrmia (A) 4/67 6,0 0,0 – 12,0 

Normozoospèrmia (N) 4/34 11,8 0,8 – 22,8 

Oligoastenoteratozoospèrmia (OAT) 13/62 21,0 11,0 – 31,0 

Oligoastenozoospèrmia (OA) 17/51 33,3 20,3 – 46,3 

Oligoteratozoospèrmia (OT) 2/13 15,4 0,0 – 35,4 

Oligozoospèrmia (O) 2/4 50,0 1,0 – 99,0 

Teratozoospèrmia (T) 1/17 5,9 0,0 – 16,9 

Total 49/319 15,36 12,36 – 18,36 

Taula 4.16. Pacients amb resultat de FISH en espermatozoides anormal classificats segons els seus 
paràmetres seminals. 
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Respecte als tres paràmetres seminals (recompte, mobilitat i morfologia), la disminució en el 

recompte espermàtic va ser l’únic paràmetre que va mostrar correlació amb el percentatge total 

d’anomalies cromosòmiques (R = -0,186; p=0,0009) (figura 4.5.). En relació als cinc genotips 

analitzats només es va observar correlació per les disomies dels cromosomes sexuals (R=-0,158; 

p=0,005) i les diploïdies (R=-0,124; p=0,027). 

 

 

 

Figura 4.5. Gràfiques que mostren la relació entre el recompte espermàtic (A), la mobilitat (B) i les 
formes normals (C), i el total d’espermatozoides amb anomalies cromosòmiques.  
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Quan es van tractar els resultats tenint en compte les edats dels pacients estudiats, no es va 

observar correlació entre aquest paràmetre i el percentatge d’anomalies cromosòmiques en els 

espermatozoides (R=0,1017; p=0,113) (figura 4.6.). També es va comparar la mitjana d’edat 

dels 34 individus amb increments significatius (37±5 anys; rang 29-52) amb la mitjana d’edat 

del grup restant d’individus (35±5 anys; rang 21-52) i no es van obtenir diferències 

significatives (p=0,088). 

 

 

 

Figura 4.6. Gràfica que mostra la relació entre l’edat i el total d’espermatozoides amb anomalies 
cromosòmiques. 

 

 

 

Els resultats també es van avaluar tenint en compte el cariotip dels individus estudiats (n=266, 

taula 3.3.). El 14% (34/245) dels individus amb cariotip somàtic normal presentava increments 

de les anomalies cromosòmiques en els espermatozoides analitzats. En el grup d’individus amb 

polimorfismes, els increments significatius es van observar en 3 dels 13 individus. Pel que fa al 

grup de pacients amb anomalies del cariotip, es va excloure de l’anàlisi estadística el pacient 

amb cariotip 47,XY,mar+ ja que es desconeixia la procedència del cromosoma marcador. A més 

a més, només es van tenir en compte els increments en les anomalies cromosòmiques quan no 

afectaven a cromosomes implicats en les alteracions. En aquest subgrup, 1 dels 7 pacients 

analitzats va mostrar increments significatius. 

 

Finalment, es van analitzar els resultats tenint en compte el resultat meiòtic (procedent de 

l’historial clínic dels pacients). En aquest cas, el 8,3% (3/36) dels individus que presentaven un 

resultat meiòtic normal mostraven increments significatius en les anomalies cromosòmiques dels 

seus gàmetes, i el percentatge era del 26,5% (18/68) en els que presentaven un estudi meiòtic 

normal (taula 4.17.).  
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Estudi meiòtic Nº individus Percentatge 

Interval de 

confiança 

Normal  3/36 8,3 0,0 – 17,3 

Alterat Desinapsis 12/55 21,8 10,8 – 32,8 

 Bloqueig 5/11 45,5 16,5 – 74,5 

 Desinapsis i bloqueig 1/2 50,0 0,0 – 100,0 

No informatiu  2/9 22,2 0,0 – 49,2 

Total  23/113 20,4 13,4 – 27,4 

Taula 4.17. Pacients amb anomalies cromosòmiques en els espermatozoides classificats segons el 
resultat de l’estudi meiòtic. 

 

 

La integració de les dades dels individus que presentaven increments significatius (taula 4.15.), 

va mostrar que el 69% (34/49) dels pacients presentaven baix recompte espermàtic. A més a 

més, el 19% (8/42) tenien un cariotip anormal. Dels pacients als que se’ls havia realitzat un 

estudi meiòtic en biòpsia testicular, el 78% (18/23) presentaven anomalies, la majoria 

anomalies sinàptiques (57%; 13/23). 
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5.1. Metafase I 

5.1.1. Anomalies observades 

La valoració del nombre d’unitats cromosòmiques va proporcionar informació rellevant sobre la 

presència d’anomalies. La majoria de les cèl·lules analitzades presentaven les 23 unitats 

esperades (67,7%). No obstant, en un percentatge significatiu de metafases es van observar 

diferents tipus d’alteracions. 

 

La presència d’univalents va ser l’anomalia més observada. La separació podia afectar a un, a 

dos o a tots els bivalents d’una mateixa metafase. Aquestes dues situacions es correspondrien 

amb les categories de “desinapsi individual de bivalents” i “desinapsi generalitzada” (revisat per 

Egozcue et al 2005). Diferents treballs apunten que defectes en els processos d’aparellament, 

sinapsi i/o recombinació dels cromosomes homòlegs durant la profase I serien els responsables 

de donar lloc a cromosomes aquiasmàtics (Székvölgyi i Nicolas 2010, Handel i Schimenti 2010). 

Els univalents que es van observar amb més freqüència corresponien als cromosomes sexuals i 

als autosòmics de mida petita. Altres estudis també han observat la presència d’univalents 

corresponents a aquests cromosomes (Skakkebaek et al 1973). Tant els cromosomes sexuals 

com els dels grups F i G, que són els més petits del cariotip, presenten sovint un únic quiasma 

(Laurie i Hultén 1985a). Per tant, és d’esperar que qualsevol alteració que afecti negativament 

als processos de sinapsi i/o recombinació, generi major presència d’univalents pels cromosomes 

d’aquests grups. 

És important remarcar que l’anàlisi numèrica de les metafases només posa de manifest les 

variacions en el nombre de quiasmes que impliquen la separació dels cromosomes. No obstant, 

és evident que les reduccions no afecten exclusivament als bivalents constituïts per cromosomes 

petits o els sexuals. En cromosomes mitjans i grans, els factors que afecten de forma negativa 

la formació de quiasmes es traduiran majoritàriament en una reducció del nombre d’intercanvis 

(Laurie i Hultén 1985a). 

 

En la nostra sèrie es van identificar un percentatge notable de metafases I tetraploides (5,6%). 

Altres autors també descriuen espermatòcits tetraploides, tant a l’estadi de paquitè (Codina-

Pascual et al 2006b), com a l’estadi de metafase I (Skakkebaek et al 1973, Koulischer et al 

1982). Aquests resultats evidencien l’existència de cèl·lules meiòtiques tetraploides i demostren 

que els espermatòcits humans, tot i que presentin doble nombre de cromosomes, poden 

realitzar processos de sinapsi i recombinació. L’origen més probable d’aquests espermatòcits 

seria una endoreduplicació mitòtica, entesa com la duplicació del DNA en absència de divisió 

cel·lular.  

 

Algunes metafases mostraven la pèrdua d’un o més bivalents, o només d’un cromosoma; 

normalment el cromosoma Y. El fet que no s’observés cap metafase I amb els productes 
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complementaris resultants de fenòmens de no disjunció, fa pensar que la majoria de les 

variacions per defecte podrien ser degudes a la pèrdua d’algun cromosoma o bivalent al 

realitzar les extensions. 

 

5.1.2. Característiques de les anomalies: variabilitat i cromosomes implicats 

Els 31 individus infèrtils analitzats en aquest treball representen una de les sèries més llargues 

estudiades (taula 5.1. i taula 5.2). 

 

 Nº quiasmes 

Publicació 
Nº individus 

Mitjana de 

la sèrie 

Per cèl·lula 

(rang) 

Mitjana per individu 

(rang) 

McDermott 1973 15 54,4 45 - 62 52,2 - 57,0 

Skakkebaek et al 1973* 16 48,7* 39 - 64* 42,5 - 55,0* 

Chandley et al 1976* 87 48,9* ----- 39,3 - 56,3* 

Lamont et al 1981 10 49,0 ----- 45,5 - 53,1 

Laurie i Hultén 1985a* 7 51,33* 40 - 60* 49,6 - 53,7* 

Sèrie d’individus d’aquest treball 31 50,3 11 - 61 43,1 - 55,9 

Taula 5.1. Series d’individus infèrtils en les que s’ha estudiat el nombre de quiasmes. 
* nombre de quiasmes calculat a partir dels bivalents autosòmics. 

 

 

 

 Nº de quiasmes 

Publicació 
Nº individus 

Mitjana de 

la sèrie 

Per cèl·lula

(rang) 

Mitjana per individu 

(rang) 

McDermott 1973 36 52,9 43 - 62 47,2 - 55,5 

Skakkebaek et al 1973* 6 51,2* 43 – 57* 49,0 - 54,6* 

Lamont et al 1981 16 48,5 - 42,6 - 53,2 

Uroz 2009 17 50,3 - 47,4 - 53,4 

Taula 5.2. Series d’individus fèrtils/controls en les que s’ha estudiat el nombre de quiasmes. 
* nombre de quiasmes calculat a partir dels bivalents autosòmics. 

 

 

Els rangs de quiasmes obtinguts en el nostre estudi varen mostrar amplituds notables, tant en 

la comparació entre cèl·lules (11-61 quiasmes) com en la comparació entre individus (43,1-55,9 

quiasmes). La bibliografia recull diferències importants en el nombre de quiasmes, tant en 

pacients infèrtils com en individus fèrtils/controls (taula 5.1. i taula 5.2.). Aquesta variabilitat 

reflecteix les diferències de comportament que presenten les cèl·lules a metafase I. En aquest 
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sentit, la majoria dels individus analitzats (excloent aquells individus en els que només es van 

poder avaluar 1 o 2 metafases), presentaven cèl·lules amb alteracions. Aquest resultat 

suggereix la presència de línies cel·lulars de comportament meiòtic normal i línies cel·lulars amb 

anomalies. És a dir, indiquen que els processos que produeixen anomalies no afecten totes les 

cèl·lules per igual. 

 

Pel que fa a la variabilitat entre individus, aquesta va ser superior en les sèries de pacients 

infèrtils que en les d’individus fèrtils/controls (taula 5.1., taula 5.2.). Aquestes diferències 

indiquen que la població infèrtil és més heterogènia pel que fa al nombre de quiasmes. De fet, 

aquest resultat no és sorprenent si tenim en compte la gran varietat d’etiologies que es 

relacionen amb la infertilitat (Skakkebaek et al 1994, O'Flynn O'Brien et al 2010).  
En aquest treball, la utilització de conglomerats jeràrquics per a l’anàlisi dels resultats va 

permetre avaluar la variabilitat de la població infèrtil separant la població en dos clústers (taula 

5.3.). La mitjana de quiasmes del clúster A va ser superior a la majoria de mitjanes poblacionals 

d’individus infèrtils o fèrtils/controls descrites a la bibliografia, i la del clúster B va ser inferior 

(taula 5.1., taula 5.2. i taula 5.3.). Aquests resultats indiquen que les mitjanes de quiasmes dels 

estudis publicats són, en molts casos, el resultat d’agrupar pacients amb característiques 

diferents pel que fa al nombre de quiasmes. 

 

 

 Nº quiasmes 

Classificació 
Nº individus 

Mitjana de 

quiasmes 

Per cèl·lula 

(rang) 

Mitjana per individu 

(rang) 

Clúster A 

Clúster B 

Individu 361   

16 

14 

1 

53,1 

47,9 

11,0 

44 - 61 

37 - 58 

11 

50,2 - 55,9 

43,1 - 50,5 

-- 

Tota la sèrie 31 50,3 11 - 61 43,1 - 55,9 

Taula 5.3. Taula resum del nombre de quiasmes per clúster 

 

 

D’altra banda, la comparació dels resultats dels clústers de la nostra sèrie amb la bibliografia va 

permetre considerar que el clúster A agrupava individus amb recomptes de quiasmes propers a 

la normalitat. En canvi, es va considerar que els individus del clúster B, amb la mitjana de 

quiasmes inferior a les publicades, presentaven una reducció significativa en el nombre de 

quiasmes. Tal com seria d’esperar, la variabilitat entre individus va ser superior en el clúster B. 

Reforçant aquesta interpretació, els resultats de les modelitzacions segons clústers apuntaven 

que s’esperaria trobar un 10% més de quiasmes en el clúster A que en el clúster B. A més a 

més, el promig esperat de quiasmes al clúster A (50,1 quiasmes) va ser superior als 45,5 
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quiasmes esperats al clúster B. En resum, podem concloure que el 48,34% (15/31; els 14 

individus del clúster B i l’individu 361) dels individus infèrtils analitzats en aquest estudi varen 

presentar un comportament meiòtic anormal. 

 

La tècnica de M-FISH va permetre avaluar si la reducció en el nombre de quiasmes es donava a 

l’atzar o afectava preferentment a alguns bivalents. Els bivalents formats per cromosomes 

mitjans i grans van presentar recomptes de quiasmes inferiors en el clúster B, i de fet, aquests 

bivalents varen ser els responsables d’establir les diferències entre clústers (figura 4.3.). En 

canvi, els bivalents formats per cromosomes petits o pels cromosomes sexuals no van presentar 

diferències. Aquests resultats es podrien interpretar com que la reducció afecta preferentment 

els bivalents mitjans i grans, i que és aleatòria en la resta. No obstant, cal tenir en compte: 

1. Els bivalents de mides mitjanes i grans, probablement pel fet de poder presentar més 

quiasmes (Laurie i Hultén 1985a), rarament s’observen en forma d’univalent.  

2. La univalència és molt més freqüent en els bivalents petits o en el parell de cromosomes 

sexuals.  

3. La presència d’anomalies de sinapsi i recombinació a paquitè i de cromosomes 

desalineats a la placa metafàsica en la transició metafaseI/anafaseI s’ha relacionat amb 

l’activació de punts de control i l’eliminació cel·lular (Li et al 2009, Vogt et al 2008). 

Així doncs, és possible que l’activació dels punts de control meiòtic elimini cèl·lules amb 

anomalies i això redueixi la incidència de cèl·lules amb univalents en el clúster B a nivells que 

podríem interpretar com a basals (similars al del clúster A). 

Tot i això, diferents autors descriuen que la reducció en el nombre de quiasmes en individus 

infèrtils afecta preferentment als bivalents petits o al bivalent format pels cromosomes sexuals 

(revisat per Egozcue et al 2000a). En aquests bivalents, la reducció en el nombre de quiasmes 

sovint és relaciona amb la presència d’univalents i per tant amb una variació en el nombre 

d’unitats cromosòmiques. Aquest fet és molt més evident a l’observació i probablement per 

aquesta raó es descriu amb més freqüència a la bibliografia.  

 

En relació a l’aparellament dels cromosomes sexuals, estudis a l’etapa de paquitè descriuen que 

com més elevada és la taxa general de recombinació de l’individu, major és la quantitat de 

parells XY amb un punt de recombinació (Codina-Pascual et al 2005), i per tant proposen que la 

recombinació en el parell XY podria ser un indicador del grau de recombinació de l’espermatòcit, 

i per tant també de l’individu.  

A metafase I els resultats són més controvertits, mentre que alguns autors també descriuen 

relació entre el nombre de quiasmes a metafase I i la presència dels cromosomes sexuals 

desaparellats (Chandley et al 1976, Uroz et al 2008), altres estudis no troben cap relació (Laurie 

i Hultén 1985a). En la sèrie de 31 individus avaluats en el present treball, no es va observar 
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relació entre aquests dos paràmetres. Tot i que el clúster B presentava reducció en el nombre 

de quiasmes, els cromosomes sexuals no mostraven diferències entre clústers. 

 

5.1.3. Relació amb variables descriptives  

A. Seminograma  

L’estudi realitzat va mostrar que els individus amb seminograma OAT presentaven recomptes de 

quiasmes més baixos que els de seminograma normal o seminograma anormal no OAT (taula 

4.6.).  

La relació entre la presència d’anomalies sinàptiques i de recombinació, el bloqueig del procés 

espermatogènic i els recomptes baixos d’espermatozoides, ha estat descrita per diferents autors 

(Hultén et al 1970, Navarro et al 1990, Vendrell et al 1999, Egozcue et al 2000a). Aquesta 

relació rau en l’activació de punts de control a paquitè i a metafase I/anafase I, que 

bloquejarien i eliminarien cèl·lules meiòtiques amb anomalies (revisat per Hunt i Hassold 2002). 

Depenent del grau d’afectació i de l’eficiència dels mecanismes de control, es podria donar un 

bloqueig total o parcial de l’espermatogènesi, donant lloc a azoospèrmia o oligozoospèrmia més 

o menys severa.  

 

B. Cariotip 

El grup d’individus amb polimorfismes va mostrar reducció en el nombre de quiasmes per 

metafase respecte al grup d’individus amb cariotip somàtic normal (taula 4.6.). Aquests 

resultats suggereixen que el cariotip polimòrfic i les anomalies en l’espermatogènesi estan 

relacionats. 

 

El polimorfisme cromosòmic més comú en humans és la inversió pericèntrica del cromosoma 9 

(9qh). Diferents estudis relacionen aquestes inversions amb problemes reproductius (Boué et al 

1975, Teo et al 1995, Collodel et al 2006). Un altre tipus de polimorfisme que es considera com 

una variant del cariotip somàtic normal, són els que afecten les regions heterocromàtiques dels 

cromosomes 1, 9, 16 i Y. La incidència d’aquests en la població d’individus infèrtils és major que 

en la població general (Eiben et al 1987, Nakamura et al 2001, Penna Videaú et al 2001, Yakin 

et al 2005). Estudis en CS d’aquests individus mostren que la regió d’heterocromatina 

responsable del polimorfisme presenta més anomalies sinàptiques que regions equivalents no 

polimòrfiques (Codina-Pascual et al 2006a).  

Tant la presència de fragments cromosòmics invertits com la de regions heterocromàtiques 

grans poden entorpir la progressió meiòtica, i donar lloc a regions asinàptiques durant la 

primera divisió meiòtica (Solari et al 1991). Aquestes regions poden interferir en l’aparellament i 

la segregació d’altres segments desaparellats; fenomen que es coneix amb el nom d’efecte 

intercromosòmic (Lejeune 1963). Aquest fenomen s’associa tant a individus portadors de 

variants polimòrfiques com a individus portadors d’anomalies cromosòmiques estructurals. 
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Els nostres resultats evidencien la presència d’efecte intercromosòmic en els individus amb 

cariotip polimòrfic, que es manifesta amb una reducció en el nombre de quiasmes. Aquesta 

reducció indica anomalies en el procés d’aparellament i sinapsi que podrien desencadenar 

l’activació de mecanismes de control que bloquejarien i eliminarien les cèl·lules amb anomalies. 

Aquest fet acabaria repercutint en el nombre d’espermatozoides resultants.  

 

La integració dels resultats evidencia que les alteracions en el cariotip somàtic, les anomalies 

meiòtiques i els seminogrames alterats estan relacionats. Reforça aquesta interpretació el fet 

que, tenint en compte les dades del cariotip i del seminograma conjuntament, es va observar 

que els individus OAT amb cariotip polimòrfic varen ser els que van presentar els recomptes de 

quiasmes més baixos de tots els individus inclosos en el present treball (taula 4.8.). 

 

5.1.4. Relació de proximitat al bivalent sexual 

Els bivalents 15 i 22, ambdós formats per cromosomes acrocèntrics, es van observar propers al 

bivalent sexual amb més freqüència que la resta; fet que indica que la distribució dels bivalents 

a la placa metafàsica no és aleatòria. Aquest resultat és coincident amb altres estudis realitzats 

en CS que descriuen que el bivalent 15 es troba més freqüentment proper al parell XY que els 

altres bivalents autosòmics (Metzler-Guillemain et al 1999, Codina-Pascual et al 2006a). 

Els cromosomes acrocèntrics humans presenten al braç p una regió organitzadora nucleolar 

(NOR) i un bloc d’heterocromatina anomenat satèl·lit. S’ha descrit que l’heterocromatina no 

centromèrica del cromosoma 15 presenta traces d’homologia amb l’heterocromatina no 

centromèrica del cromosoma Y (Burk et al 1985). A la vegada, algunes regions del braç curt del 

cromosoma 15 també presenten homologia amb les regions subtelomèriques Xq/Yq (Brown et 

al 1990). A més, s’ha demostrat que material del braç curt del cromosoma 15 es troba en 

alguns cromosomes Y amb satèl·lits al braç q (Yqs) (Martin Lucas et al 1984, Verma et al 1997, 

Kühl et al 2001, Velissariou et al 2001, Velissariou et al 2007), i també en els braços curts dels 

cromosomes 13, 14 i 21 com a formes polimòrfiques (Higgins et al 1985, Smeets et al 1991, 

Stergianou et al 1992, Wilkinson i Crolla 1993, Kühl et al 2001). Ambdues situacions podrien 

explicar la proximitat dels bivalents formats per cromosomes acrocèntrics al bivalent sexual a 

l’etapa de paquitè (Metzler-Guillemain et al 1999, Codina-Pascual et al 2006a). 

D’altra banda, dades indirectes donen suport a aquests resultats, per exemple el 70% dels 

casos de translocacions cromosoma Y/autosoma, es produeixen entre l’heterocromatina Yq i el 

braç curt d’un cromosoma acrocèntric (Gardner i Sutherland 2004). El cromosoma 15 és el que 

es troba més freqüentment implicat en aquestes reorganitzacions (52%), seguit pel cromosoma 

22 (33%), el cromosoma 21 (7%) i els cromosomes 13 i 14 (4% cadascun) (Smith et al 1979). 

Aquests percentatges probablement reflecteixen els diferents graus d’homologia de les 

seqüències d’ADN satèl·lit d’aquests cromosomes (Wilkinson i Crolla 1993); essent el 15p, 22p i 

Yq els que comparteixen una homologia major (revisat per Vogt 1990).  
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El manteniment d’aquesta proximitat des de l’estadi de paquitè fins al de metafase I, indicaria 

que la posició relativa dels bivalents, tot i la formació de la placa metafàsica, es trobaria 

notablement conservada. És important remarcar que no es van observar patrons característics 

d’individu pel que fa a les proximitats dels bivalents al bivalent sexual. Per tant, aquesta 

conservació en el posicionament depèn de les característiques intrínseques dels bivalents, 

probablement relacionat amb la territorialitat que presenten els cromosomes en el nucli 

interfàsic (revisat per Cremer i Cremer 2010). 

 

5.2. Metafase II 

La metafase II és una fase molt ràpida en comparació amb d’altres fases de la meiosi (Ford 

1973), i per tant és una etapa poc representada en les preparacions citogenètiques. Durant 

aquest estadi, els cromosomes presenten un aspecte contret, rinxolat i amb les cromàtides 

obertes com a resultat de la baixa condensació de la cromatina i de l’absència de cohesines als 

braços que mantinguin unides les cromàtides germanes (Petronczki et al 2003). Aquestes 

característiques dificulten l’anàlisi dels cromosomes a MII utilitzant les tècniques citogenètiques 

clàssiques (Hultén et al 1992, 2001). La incorporació de tècniques d’hibridació in situ fluorescent 

(Sarrate el al 2004 (annex 7.1.1.)) ha permès identificar els cromosomes i caracteritzar les 

anomalies meiòtiques observades en aquesta etapa. 

 

En molts casos, el nombre de metafases II analitzades per individu va ser inferior a 5 (taula 

4.11.), no obstant, en la majoria de pacients es va observar alguna metafase amb anomalies 

(taula 4.12. i taula 4.13.). Les anomalies observades i els cromosomes responsables d’aquestes 

anomalies varen ser diferents entre individus. Aquest fet indicaria la presència de línies cel·lulars 

diferents a metafase II, coincidint amb l’observat a metafase I, i també amb el descrit en 

d’altres treballs publicats (Uroz et al 2008). 

 

Aproximadament la meitat de les metafases II (47,4%; 55/116) es van classificar com a 

normals. D’altra banda, el 13,8% (16/116) van presentar formes no esperades: cromàtides 

asimètriques o trencaments de cromàtide. En ambdós casos, l’origen d’aquestes es podria 

trobar en les característiques pròpies de la cromatina dels cromosomes a l’estadi de metafase II. 

Les variacions en el grau de condensació i l’absència de cohesines entre els braços de les 

cromàtides germanes comporta més fragilitat i vulnerabilitat de l’estructura cromatínica, i per 

tant la fa més susceptible a presentar asimetries i trencaments. Els cromosomes grans varen ser 

els que es van observar amb alguna d’aquestes anomalies amb més freqüència. Aquest resultat 

es podria relacionar amb el fet que és més fàcil determinar asimetria quan les cromàtides són 

llargues que quan són curtes, i que una cromàtide llarga té més possibilitats de trencar-se que 

una de curta. Tenint en compte aquesta interpretació dels resultats, considerem que el 61,2% 

(71/116) de les MII eren normals. 
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El 14,7% (17/116) de les metafases II eren aneuploides. La majoria presentaven nul·lisomies 

(88%; 15/17), tot i que en alguns casos es van observar disomies dels cromosomes sexuals 

(11,8%; 2/17). L’absència de quiasmes a metafase I pot conduir a errors en l’orientació dels 

cromosomes a la placa metafàsica. Aquest fet desencadenarà l’activació de mecanismes de 

control que eliminaran les cèl·lules amb anomalies (revisat per Vogt et al 2008). No obstant, 

algunes cèl·lules podrien eludir aquests mecanismes de control i derivar en fenòmens de no 

disjunció (Hassold i Hunt 2001), donant lloc a disomies i nul·lisomies complementàries. La 

presència majoritària de nul·lisomies versus disomies indica la participació de fenòmens de 

pèrdua anafàsica (Nath et al 1995, Zijno et al 1996) en la generació d’anomalies. Tot i així, no 

es pot descartar que algunes siguin el resultat de la pèrdua de cromosomes durant la realització 

de les extensions cromosòmiques. 

La relació entre univalència i no disjunció aquiasmàtica es va fer palesa amb els resultats 

obtinguts en el present treball. Els cromosomes sexuals varen ser els que es van observar amb 

més freqüència separats a MI, i també varen ser aquests mateixos cromosomes els 

responsables de la majoria d’aneuploïdies a MII. 

 

També es van observar MII amb la pèrdua d’una cromàtide (3,4%; 4/116). En algunes espècies 

s’ha descrit que la presència d’un quiasma proper al centròmer dona lloc a la separació precoç 

de cromàtides germanes a meiosi I (Rockmill et al 2006). Estudis en oòcits de ratolí, descriuen 

que la bi-orientació en el fus de cromosomes aquiasmàtics podrien originar la separació 

prematura de les cromàtides durant l’anafase I (Kouznetsova et al 2007). Ambdós mecanismes 

podrien derivar amb la segregació d’un cromosoma i d’una de les cromàtides del cromosoma 

homòleg cap al mateix pol i la cromàtide restant cap a l’altre (Hassold i Hunt 2001). En el nostre 

estudi, no es van trobar MII amb guanys de cromàtide, probablement pel baix nombre de 

metafases II observades. Aquesta anomalia ja s’havia observat en espermatòcits amb 

anterioritat (Uroz et al 2008), i de fet és la principal causa d’aneuploïdies en oòcits humans 

(Pellestor et al 2002, Pellestor et al 2006). 

 

En el 18,1% (21/116) de les metafases II es van observar les cromàtides separades. Els 

cromosomes més grans varen presentar les cromàtides separades amb més freqüència que la 

resta. Tenint en compte que els cromosomes més grans presentaven reduccions significatives 

del nombre de quiasmes a MI, es podria deduir que aquesta reducció implica una recombinació 

aberrant a primera divisió meiòtica que es manifesta en una reducció del nombre de quiasmes. 

S’ha descrit que la reducció va acompanyada de canvis en la localització dels quiasmes que 

poden donar lloc a la formació d’intercanvis propers al centròmer (Lamb et al 1997). 

L’eliminació de les cohesines periquiasmàtiques en la transició metafase I / anafase I implica la 

pèrdua de cohesió entre cromàtides germanes en cas de la presència de quiasmes propers al 
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centròmer. Aquest fet pot donar lloc a una pèrdua prematura de cohesió a la segona divisió 

meiòtica (Rockmill et al 2006).  

 

Per últim, el 2,6% (3/116) de les MII varen ser diploides. La bibliografia descriu metafases II 

d’aquestes característiques (Skakkebaek et al 1973). L’observació d’aquestes metafases, 

juntament amb la presència d’espermatòcits primaris tetraploides, evidencia que hi ha cèl·lules 

espermatogèniques, que tot i que presentin doble nombre de cromosomes, poden realitzar 

processos de sinapsi, recombinació i segregació.  

 

5.3. Espermatozoides 

5.3.1. Característiques de les anomalies: cromosomes implicats  

La bibliografia descriu que els espermatozoides dels individus infèrtils presenten una major 

incidència d’anomalies cromosòmiques que la població general (revisat per Egozcue et al 2003). 

Els resultats dels estudis de FISH en espermatozoides d’aquest treball també coincideixen amb 

aquest fet. Així, el 14% dels individus infèrtils de cariotip somàtic normal varen mostrar 

increments significatius d’anomalies cromosòmiques en els seus gàmetes. Els increments 

observats podrien explicar-se per una baixa eficiència dels punts de control; ja fos per errors en 

la identificació de les cèl·lules amb anomalies, per un mal funcionament del procés d’eliminació, 

o fins i tot, perquè el nombre de cèl·lules anormals fos massa gran per ser totalment eliminades 

pels sistemes de control. 

Tots els increments significatius d’anomalies cromosòmiques varen ser moderats; compresos 

entre el 0,54% i el 4,92% (mitjana: 1,41% ± 1%). Aquests valors coincideixen amb els 

increments descrits a la bibliografia (Rives et al 1999, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001, 

Martin et al 2003a).  

Els increments significatius d’anomalies cromosòmiques afectaven preferentment el percentatge 

de disomies pels cromosomes sexuals i el 21, així com el percentatge d’espermatozoides 

diploides. Les disomies dels cromosomes 13 i 18 varen ser, en tots els casos, equivalents a les 

de la població control. Aquests resultats concorden amb els resultats dels estudis meiòtics 

obtinguts en aquest treball que mostren que aquests cromosomes són més susceptibles de 

produir univalents i donar llocs a errors de segregació. De fet, és ben conegut que els 

cromosomes sexuals i els del grup G presenten més aneuploïdies en espermatozoides quan es 

comparen amb altres cromosomes (Blanco et al 1996, Martin 2008).  

 

La bibliografia recull nombrosos estudis de pacients infèrtils en els que es s’analitza la 

freqüència d’aneuploïdies de diferents cromosomes. Globalment s’han avaluat un total de 652 

individus i s’han estudiat els cromosomes: 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 21, 

22, X, Y (Moosani et al 1995, Finkelstein et al 1998, Arán et al 1999, Carrell et al 1999, Pang et 

al 1999, Pfeffer et al 1999, Rives et al 1999, Martin et al 2000, Nishikawa et al 2000, Ushijima et 
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al 2000, Vegetti et al 2000, Calogero et al 2001, Carrel et al 2001, Härkönen et al 2001, Levron 

et al 2001, Ohashi et al 2001, Rubio et al 2001, Hristova et al 2002, Templado et al 2002, 

Martin et al 2003a, Martin et al 2003b, Burrello et al 2004, Tempest et al 2004b, Nagvenkar et 

al 2005, Pang et al 2005, Mehdi et al 2006, Collodel et al 2007, Faure et al 2007, Durakbasi-

Dursun et al 2008). Gairebé en tots els treballs es van avaluar les anomalies pels cromosomes 

sexuals i un o més autosomes. Revisant els resultats individu per individu, només 2 pacients van 

mostrar un increment en la taxa d’anomalies d’autosomes (exceptuant el cromosoma 21) i 

absència d’aneuploïdies dels cromosomes sexuals i/o diploïdies. Contretament, disomies del 

cromosoma 18 (Faure et al 2007) i disomies del cromosoma 15 (Carrell et al 2001).  

 

La recopilació dels resultats publicats (n=652) i dels obtinguts en el present treball (n=319) 

permet afirmar que, exceptuant el cromosoma 21, rarament es dona un increment en la taxa 

d’anomalies que afecti únicament als autosomes (només 2 dels 971 individus analitzats). 

 

D’altra banda, el 59% (29/49) dels individus amb increments significatius d’anomalies 

cromosòmiques en els seus espermatozoides presentaven diploïdies (taula 4.15.). Un bloqueig 

anafàsic relacionat amb anomalies sinàptiques que conduirien a la presència de cromosomes 

erràtics a metafase I podria derivar en l’absència de citocinesi originant espermatozoides 

diploides (Egozcue et al 2000a, Zaragoza et al 2000, Egozcue et al 2002). Tot i així, la presència 

d’espermatòcits poliploides observats en el present treball a MI i MII indica que els 

espermatozoides diploides també es poden originar com a conseqüència d’errors previs a la 

meiosi que s’hagin pogut produir durant l’etapa proliferativa dels espermatogonis (Codina-

Pascual et al 2006b). 

 

5.3.2. Relació amb variables descriptives 

A. Seminograma 

Diferents estudis mostren relació entre la infertilitat masculina, les característiques dels 

paràmetres seminals i els valors incrementats d’aneuploïdies en els espermatozoides (Tempest i 

Griffin 2004a, Burrello et al 2004, Sarrate et al 2005 (annex 7.1.2.), Gianaroli et al 2005, 

Bernardini et al 2005, Faure et al 2007, Durakbasi-Dursun et al 2008). De totes formes, es fa 

difícil valorar la contribució individualitzada de cadascun dels tres paràmetres espermàtics 

(recompte, motilitat i morfologia) ja que, amb freqüència, les alteracions observades es 

presenten combinades.  

La relació entre la condició de “oligo” i les aneuploidïes en els espermatozoides s’ha analitzat en 

diversos treballs (revisat per Miharu 2005). La majoria d’estudis descriuen que un percentatge 

significatiu dels individus infèrtils amb un baix recompte espermàtic presenten freqüències 

elevades d’espermatozoides aneuploides i diploides respecte a la població general (McInnes et 

al 1998, Finkelstein et al 1998, Nishikawa et al 2000, Ohashi et al 2001, Nagvenkar et al 2005). 
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A més a més, quan s’ha analitzat la relació del recompte espermàtic amb els increments totals 

de les anomalies cromosòmiques dels espermatozoides es va observar una correlació inversa 

entre aquests dos paràmetres, coincidint amb els resultats de la majoria de les series publicades 

(Rives et al 1999 (50 pacients), Vegetti et al 2000 (15 pacients), Calogero et al 2001 (19 

pacients), Martin et al 2003a (30 pacients)). Aquests resultats confirmen la relació que es va 

observar en els estudis meiòtics realitzats en el present treball, entre anomalies en el nombre 

de quiasmes i un baix recompte espermàtic. 

 

Així com la relació entre baix recompte i risc incrementat d’aneuploïdies en espermatozoides 

està àmpliament acceptada, la relació entre anomalies cromosòmiques i motilitat és més 

controvertida (Rives 2005, Collodel et al 2007). D’una banda, alguns autors observen certa 

correlació entre ambdós paràmetres (Arán et al 1999, Vegetti et al 2000, Hristova et al 2002, 

Collodel et al 2007), especialment pels cromosomes sexuals; però altres estudis no mostren cap 

relació (Calogero et al 2001, Rives et al 1999, Rubio et al 2001). En la nostra sèrie d’individus, 

tot i que alguns pacients astenozoospèrmics mostraven increments significatius d’ anomalies 

cromosòmiques, no es va observar correlació entre aquests dos paràmetres; ni tant sols 

analitzant els 67 individus exclusivament astenozoospèrmics (R = -0,1218; p=0,326). 

 

Un altre paràmetre inclòs en la caracterització seminal és la valoració de la morfologia dels 

espermatozoides. Tots els treballs que analitzen individus amb teratozoospèrmia polimòrfica 

mostren alguns individus amb increments, en les freqüències d’aneuploïdies dels cromosomes 

sexuals (Calogero et al 2001, Gole et al 2001, Härkönen et al 2001, Templado et al 2002, 

Machev et al 2005a, Sun et al 2006, Strassburger et al 2007). Els resultats obtinguts en la sèrie 

de pacients estudiada no van mostrar correlació per aquest paràmetre, ni tampoc al valorar els 

17 individus exclusivament teratozoospèrmics (R = 0,190016; p=0,469). A més a més, només 

un individu va presentar increments significatius per les diploïdies.  

 

B. Cariotip 

Els individus portadors d’anomalies cromosòmiques s’associen freqüentment a problemes de 

fertilitat ja que presenten un risc incrementat de produir espermatozoides desequilibrats pels 

cromosomes implicats en la reorganització o per d’altres cromosomes com a conseqüència d’un 

efecte intercromosòmic. Tot i que diferents estudis avalen l’existència de ICE en portadors de 

reorganitzacions cromosòmiques (Blanco et al 2000, Anton et al 2004a, Douet-Guilbert et al 

2005, Machev et al 2005b, Kirkpatrick et al 2008), d’altres no en troben cap evidència (Honda et 

al 1999, Rives et al 2003b). La població estudiada en aquest treball presentava 8 individus amb 

cariotip somàtic alterat (taula 3.3.) amb característiques citogenètiques molt heterogènies. El 

37,5% (3/8) dels individus varen mostrar anomalies cromosòmiques en els seus 

espermatozoides. Per tal de poder donar més rellevància a aquest resultat, es van tenir en 
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compte altres estudis publicats del nostre grup on s’analitzava aquesta relació en individus 

infèrtils portadors de reorganitzacions cromosòmiques (translocacions Robertsonianes (Anton et 

al 2004a); translocacions recíproques (Anton et al 2004b, Anton et al 2008b) i inversions (Anton 

et al 2002, Anton et al 2006). L’agrupació de totes les dades, va evidenciar la presència d’efecte 

intercromosòmic en el 33% (4/12) dels portadors de translocacions Robertsonianes, en gairebé 

el 44% (7/16) dels individus portadors de translocacions recíproques i en al 20% (1/5) dels 

individus portadors d’inversions. Aquests percentatges són clarament superiors al 14% d’homes 

infèrtils de cariotip somàtic normal que mostraven un resultat de FISH anormal; fet que 

suggereix la participació de l’efecte intercromosòmic com una font addicional d’anomalies 

cromosòmiques numèriques en els espermatozoides d’individus portadors de reorganitzacions. 

 

Pel que fa als individus amb cariotip polimòrfic analitzats en el present treball, un dels pacients 

portadors de la inversió pericèntrica del cromosoma 9 (1/9; 11%) va mostrar percentatges 

superiors d’anomalies cromosòmiques, concretament de diploïdies. Aquest resultat coincidia 

amb el descrit en estudis previs (Collodel et al 2006). Pel que fa als individus amb polimorfismes 

d’heterocromatina, en dos dels tres pacients es van observar taxes superiors d’anomalies 

cromosòmiques en els seus espermatozoides. Coincidint amb aquest resultat, la bibliografia 

descriu increments d’anomalies cromosòmiques en els espermatozoides d’aquests individus 

(Yakin et al 2005). Tot i que caldria incrementar el nombre de pacients analitzats per poder 

avaluar el paper dels diferents polimorfismes en relació a la infertilitat masculina, els resultats 

apunten una major incidència d’anomalies cromosòmiques en aquests individus (25%, 3/12) 

que en els de cariotip somàtic normal (11%). Considerant els resultats de l’estudi meiòtic en 

pacients amb cariotip polimòrfic, que mostraven una reducció significativa del nombre de 

quiasmes, i els resultats de FISH en espermatozoides, que suggereixen una major incidència 

d’aneuploïdies i diploïdies en aquests individus, els nostres resultats recolzen l’existència de ICE 

en aquests individus. 

 

C. Cariotip meiòtic 

Tal com hem descrit en la primera part de la discussió i com descriuen altres estudis, els errors 

en els processos d’aparellament i recombinació es relacionen amb problemes de fertilitat; ja 

sigui per la producció d’espermatozoides amb anomalies cromosòmiques o per bloqueigs més o 

menys dràstics en el procés meiòtic (Egozcue et al 2005, Martin 2006, 2008). 

El 26% (18/68. taula 4.17.) dels individus que presentaven un resultat meiòtic anormal (dades 

recopilades de l’historial clínic dels pacients) varen presentar un estudi de FISH en 

espermatozoides amb resultat també anormal. Aquesta incidència va ser clarament superior a la 

observada en els pacients amb resultat meiòtic normal (8%). 

Aquests resultats reflecteixen una notable reducció de les cèl·lules anormals al llarg del procés 

espermatogènic en el 74% dels pacients, i són coincidents amb els resultats obtinguts en els 
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estudis meiòtics realitzats en el present treball, on les anomalies dels cromosomes sexuals es 

van reduir notablement entre MI i MII. 

En qualsevol cas, el percentatge de pacients amb anomalies meiòtiques que eren portadors 

d’anomalies cromosòmiques en els seus espermatozoides (26%) va ser superior al 14% que 

presentaven els individus infèrtils amb cariotip normal, suggerint, igual que en el cas del cariotip 

somàtic, la seva implicació en la producció d’espermatozoides aneuploides. 

 

D. Edat 

És ben coneguda que l’edat materna avançada és un factor de risc pel naixement de nens amb 

aneuploïdies. Els resultats pel que fa al risc associat a l’edat paterna són controvertits (Bosch et 

al 2001, Buwe et al 2005, Rubes et al 2005, Wyrobek et al 2006, Plastira et al 2007).  

La sèrie d’individus analitzada en aquest treball, no van mostrar correlació per cap de les 

anomalies cromosòmiques analitzades. A més a més, no es van observar diferències entre les 

edats dels pacients que presentaven increments significatius (37±5; 29-52 anys) i les edats dels 

grups restants (35±5; 21-52 anys). No hi ha gaires estudis que analitzin aquesta relació en 

individus infèrtils. Mentre que alguns treballs no observen correlació (Guttenbach et al 1997, 

Bernardini et al 1998), en d’altres es descriuen efectes de l’edat, exclusivament pel que fa a la 

incidència de disomies dels cromosomes sexuals (Asada et al 2000, Plastira et al 2007). A més a 

més, cal destacar que Plastira et al (2007) observen una major incidència d’aneuploïdies pels 

cromosomes sexuals en homes més joves. 

 

 

5.4. Directrius per a l’estudi clínic 

Els estudis citogenètics s’inclouen en els protocols d’anàlisi de la infertilitat masculina en l’àmbit 

clínic (Foresta et al 2002). Tot i així, les recomanacions per indicar un determinat tipus d’estudi 

són variables entre centres i no hi ha consens pel que fa a l’espai que han d’ocupar en el 

context de l’anàlisi del pacient infèrtil. 

L’única prova que s’ha consolidat per a l’estudi de l’individu infèrtil és l’anàlisi del cariotip 

somàtic. Aquest estudi està àmpliament incorporat en l’àmbit clínic i ha demostrat la seva utilitat 

diagnòstica per identificar causes cromosòmiques d’infertilitat. D’altra banda, els estudis 

citogenètics de la meiosi en teixit testicular i els de FISH en espermatozoides, tot i el llarg camí 

recorregut pels primers i l’àmplia difusió assolida pels segons durant els últims anys, encara són 

motiu de controvèrsia; tant pel que fa a la seva incorporació en el diagnòstic de la infertilitat 

masculina com a l’hora d’interpretar els resultats i determinar la utilitat de la informació que 

aporten en la presa de decisions i el consell genètic reproductiu. 

 

A partir dels resultats dels estudis meiòtics i de FISH en espermatozoides presentats en aquest 

treball i dels recollits en la bibliografia, s’han revisat les indicacions sota les quals s’han de 
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realitzar aquests tipus d’estudis, s’ha avaluat la informació obtinguda a partir dels protocols 

d’anàlisi emprats actualment i s’han establert pautes per tal d’interpretar els resultats obtinguts. 

 

5.4.1. Estudi meiòtic en biòpsia testicular 

A. Indicació 

La realització d’un estudi meiòtic estarà indicat en els següents casos: 

 Individus amb un cariotip somàtic normal i baix recompte espermàtic. Per altres anomalies del 

seminograma la seva aplicació dependrà de la història reproductiva de la parella. 

 Individus amb alteracions del cariotip. 

 

B. Protocol d’estudi 

Tot i que la incorporació de tècniques de M-FISH en aquest tipus d’estudis ha representat una 

millora en la caracterització de les anomalies meiòtiques, el binomi “informació obtinguda - cost 

econòmic” no és favorable a la incorporació rutinària de la tècnica de M-FISH en l’àmbit clínic. 

Es proposa la utilització de protocols citogenètics clàssics per establir la mitjana individual de 

quiasmes a partir de l’anàlisi del major nombre possible de metafases I i la comparació d’aquest 

valor amb la freqüència basal (en el nostre estudi 53,1 quiasmes (Clúster A); taula 5.3.). 

Diferències significatives entre aquests dos valors es diagnosticaran com “meiosi alterada”. 

  

C. Interpretació dels resultats 

L’anàlisi dels cromosomes meiòtics proporciona informació valuosa sobre el procés meiòtic de 

l’individu infèrtil. Un resultat de “meiosi alterada” indica anomalies en els processos 

d’aparellament, sinapsi i/o recombinació dels cromosomes.  

En la nostra sèrie d’individus (taula 4.17.) només 1 de cada 4 pacients amb diagnòstic de meiosi 

alterada, es van diagnosticar amb un resultat de FISH en espermatozoides alterat, és a dir, en 

la majoria dels casos no es tradueix amb un increment del risc de transmissió d’anomalies 

cromosòmiques a la descendència. 

 

Tanmateix, tenint en compte les característiques del material analitzat i dels protocols d’estudi 

emprats, considerem necessari realitzar les següents consideracions: 

 

1. És imprescindible establir una població control que permeti determinar si els resultats 

obtinguts s’haurien de considerar normals o anormals. Constituir aquesta població control no 

és una tasca fàcil; tant a l’hora de definir els individus que l’haurien de formar, com a l’hora 

d’obtenir les mostres de teixit testicular d’individus sense problemes reproductius. 

 

2. Alguns individus infèrtils poden presentar bloqueigs en el procés espermatogènic, que tot i 

que no presenten dificultat a l’hora de diagnosticar-los, impliquen una minva en el nombre de 
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cèl·lules que podran progressar i completar la meiosi. Per això, la quantitat de cèl·lules 

avaluades pot ser molt diferent entre individus, depenent del grau d’afectació i de com 

d’eficaços siguin els mecanismes de control. A més a més, les característiques del material 

cromosòmic d’aquestes cèl·lules sovint no són prou adequades per ser avaluades, ja que en 

alguns casos s’inicien processos apoptòtics que el malmeten. 

 

3. Les variacions en el nombre de quiasmes a MI i les diferents anomalies cromosòmiques 

observades mostren que la meiosi és un procés que presenta molta variabilitat, tant entre les 

cèl·lules d’un mateix individu (variabiltiat intraindividual) com entre individus (variabilitat 

interindividual); fet que complica encara més el tractament de les dades i la interpretació dels 

resultats. 

 

5.4.1. Estudi de FISH en espermatozoides 

A. Indicació 

Un estudi de FISH en espermatozoides estarà indicat en els següents casos: 

 Individus amb un cariotip somàtic normal i baix recompte espermàtic. Per altres anomalies del 

seminograma la seva aplicació dependrà de la història reproductiva de la parella. 

 Individus amb alteracions del cariotip. 

 Individus amb un resultat de “meiosi alterada”. 

 

B. Protocol d’estudi 

L’estudi dels cromosomes 21, X i Y és suficient per identificar la majoria dels pacients de risc, és 

a dir, individus amb un risc incrementat de produir espermatozoides portadors d’anomalies 

cromosòmiques. 

 

C. Interpretació dels resultats 

Un resultat de FISH alterat es pot analitzar des de dues perspectives diferents: 

 Anàlisi quantitativa: els increments significatius es podrien interpretar numèricament indicant 

el grau de risc del pacient. El primer punt feble d’aquesta interpretació deriva de les 

característiques pròpies de la tècnica. En primer lloc per la dificultat d’analitzar tots els 

cromosomes del cariotip (normalment s’analitzen els cromosomes X, Y, 13, 18 i 21) i en segon 

lloc pel fet de que no es valoren totes les anomalies cromosòmiques (per exemple, no es 

consideren les nul·lisomies). A més a més, els criteris de valoració utilitzats són molt estrictes, 

es tendeix a fer una estimació a la baixa dels increments reals; per tant, sembla evident que 

seria un error donar-los una interpretació estrictament numèrica. 

 Anàlisi qualitativa: els increments significatius s’haurien d’interpretar com l’evidència de que 

existeixen anomalies en l’aparellament, la sinapsi, la recombinació i/o la segregació dels 

cromosomes meiòtics que indicaria que la qualitat dels procés espermatogènic no és 
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suficientment bona. Aquesta interpretació avala la proposta de que únicament amb l’estudi de 

tres cromosomes (21, X i Y), i analitzant un tipus concret d’anomalies, seria suficient per 

identificar errors en el procés meiòtic, i per tant, identificar la gran majoria dels pacients de 

risc. De fet, són diverses les dades que reforcen la interpretació qualitativa en contraposició a 

la quantitativa. Per exemple, seria difícil explicar mitjançant un anàlisis estrictament 

quantitatiu, les repercussions clíniques de les anomalies cromosòmiques en espermatozoides 

sobre els cicles de FIV/ICSI. Les aneuploïdies en aquests gàmetes s’han relacionat amb errors 

d’implantació (Burrello et al 2003, Nicopoullos et al 2008), amb avortaments recurrents (Pang 

et al 1999, Rubio et al 2001) i també amb cromosomopaties en nens nascuts (Bonduelle et al 

2002, Devroey i Van Steirteghem 2004). 

 

Per tot això, els estudis de FISH en espermatozoides són una eina d’estudi citogenètic del 

pacient infèrtil. Davant d’un resultat alterat, els individus s’hauran de considerar “de risc” i 

s’haurà d’informar la parella sobre les tècniques de diagnòstic genètic preimplantacional i 

prenatal disponibles (Sarrate et al 2010 (annex 7.1.4.)). 
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1a  

L’aplicació seqüencial de les tècniques de tinció uniforme i d’hibridació in situ fluorescent 

múltiplex (M-FISH) permet identificar els cromosomes metafàsics d’espermatòcits humans i 

caracteritzar les anomalies cromosòmiques que presenten. 

 

2a 

El 48% dels individus infèrtils presenten un percentatge d’anomalies meiòtiques a l’estadi de 

metafase I compatible amb el diagnòstic de “meiosi alterada”. La reducció del nombre de 

quiasmes, la presència d’univalents i l’observació de metafases tetraploides són les anomalies 

més freqüents. El nombre i el tipus d’anomalies són diferents entre les cèl·lules d’un mateix 

individu suggerint la coexistència de línies cel·lulars de comportament meiòtic normal i línies 

cel·lulars amb anomalies.  

 

3a 

La presència de cromàtides separades, la pèrdua de cromàtide i l’observació de metafases 

aneuploides i diploides, són les anomalies més freqüents a metafase II en individus infèrtils. 

 

4a 

El 15% dels individus infèrtils presenten increments significatius d’anomalies cromosòmiques en 

els espermatozoides. L’increment en el nombre d’espermatozoides disòmics pels cromosomes 

sexuals i/o en el nombre d’espermatozoides diploides són les anomalies més freqüents. 

 

5a 

La reducció del nombre de quiasmes a metafase I i la separació de les cromàtides germanes a 

metafase II afecta majoritàriament els bivalents/cromosomes autosòmics de mida mitjana i gran. 

Ambdues observacions es podrien relacionar amb una recombinació aberrant a primera divisió 

meiòtica, entesa com una reducció significativa del número de quiasmes i/o la presència de 

quiasmes pericentromèrics. 

 

6a  

El cromosomes sexuals i els cromosomes del grup F i G, principalment el cromosoma 21, són els 

que s’observen amb més freqüència en forma d’univalent, els més implicats en aneuploïdies a 

metafase II i en anomalies cromosòmiques en espermatozoides. 
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7a  

La presència de percentatges significatius d’espermatòcits primaris tetraploides i espermatòcits 

secundaris diploides posa de manifest la competència meiòtica de les línies tetraploides. 

L’increment significatiu d’espermatozoides diploides observat en pacients infèrtils suggereix la 

implicació d’anomalies cromosòmiques mitòtiques en la formació de gàmetes diploides. 

 

8a  

La posició dels bivalents a la placa metafàsica no és aleatòria: els bivalents formats per 

cromosomes dels grups D i G, i els bivalents 15 i 22 de forma particular, s’observen 

preferentment propers al bivalent sexual a metafase I. 

 

9a  

Les anomalies cromosòmiques en espermatòcits primaris i espermatozoides s’associen de forma 

significativa amb individus oligozoospèrmics i/o pacients amb alteracions del cariotip somàtic, ja 

sigui amb variants polimòrfiques o anomalies cromosòmiques estructurals. 

 

10a  

L’increment significatiu d’anomalies cromosòmiques en cèl·lules germinals en individus amb 

alteracions del cariotip recolza l’existència d’efectes intercromosòmics entre els cromosomes 

implicats i altres cromosomes del complement. 

 

11a  

La freqüència d’anomalies cromosòmiques numèriques analitzada en els espermatozoides dels 

individus infèrtils no mostra correlació amb l’edat. 

 

12a 

L’estudi meiòtic en biòpsia testicular està indicat en individus amb baix recompte espermàtic i/o 

alteracions del cariotip. 

Tenint en compte la informació obtinguda i el cost del procediment, no es recomana la 

incorporació rutinària de la tècnica de M-FISH en l’àmbit clínic. Es proposa la utilització de 

protocols citogenètics clàssics adreçats a analitzar la mitjana individual de quiasmes. Diferències 

significatives entre aquest valor i la freqüència basal s’interpretaran com “meiosi alterada”. 

Un resultat de “meiosi alterada”, tot i indicar anomalies en els processos d’aparellament, sinapsi 

i/o recombinació dels cromosomes, en la majoria de casos no es tradueix amb un increment 

d’anomalies cromosòmiques en espermatozoides. 
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13a 

L’estudi de FISH en espermatozoides està indicat en individus amb un cariotip somàtic normal i 

baix recompte espermàtic, en individus amb un cariotip somàtic alterat i en individus amb un 

cariotip meiòtic anormal.  

L’estudi dels cromosomes 21, X i Y permet identificar la majoria dels pacients amb probabilitat 

de produir espermatozoides amb anomalies cromosòmiques.  

Un resultat de FISH en espermatozoides alterat, independentment del valor numèric, 

s’interpretarà com l’evidència d’anomalies en el procés de l’espermatogènesi i per tant, 

proporciona informació qualitativa del procés.  
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Per fi arriba un dia en que allò en que has posat tants esforços s’acaba materialitzant i la 

satisfacció és realment gran, de veritat que si. Però aquest dia també et fa pensar en el llarg camí 

recorregut i sobretot en totes aquelles persones que, d’una manera o altra, ho han fet possible. I 

és aleshores quan et sents amb la necessitat de compartir-ho amb totes elles i de donar-los, 

sincerament, les gràcies. 

 

El dia que vaig apropar-me a la Unitat de Biologia Cel·lular per demanar informació sobre les 

opcions de màsters, cursos, tesis, o qualsevol cosa que em permetés apropar-me una mica al 

món de la recerca, poc m’imaginava que sortiria amb una proposta de Tesi sota el braç i a punt 

de començar una de les experiències més gratificants de tota la meva vida. 

 

De fet, si puc dir que l’experiència ha estat positiva, en gran part és gràcies als “jefes” que he 

tingut. Què dir de la Fanny i el Joan!?, sempre implicats, predisposats, amb una imprescindible 

visió crítica, i sobretot amb una facilitat de tracte que han fet que treballar amb ells sigui un 

veritable plaer. Gràcies per la confiança i també per l’oportunitat. De l’Egozcue, destacar 

l’entusiasme, l’energia, la proximitat i sobretot l’enriquiment, no només científic, que va significar 

treballar amb ell. 

 

Però també he compartit coneixements i experiències amb altres membres d’un equip de treball (i 

de molt més que treball!), que un bon dia es va anomenar “CC”. A l’Ester (línia espermatozoides) 

agrair-li totes les hores compartides, tant de feina, com de congressos, seminaris, cursos de 

l’IDES (no ho hauria suportat sense tu al costat!), Ítaques, Argons, i sobretot, totes les converses, 

confidències i hores de despatx que ens han unit al llarg d’aquests anys. De la Mònica (línia 

embrions), tinc ben present els divertits i una mica desorientats inicis que vam compartir, i que 

de fet, van servir per establir l’amistat que encara tenim. I com sovint passa en totes les Tesis, la 

meva (línia meiosi), ha passat per dificultats i entrebancs. M’agradaria doncs, donar les gràcies a 

l’Òscar, a la Marta P i a la Lydia, per interessar-se i fer costat en aquests moments. A la Cris, 

voldria agrair-li totes les converses i hores de despatx compartides, la veritat és que han fet el 

camí molt més entretingut. A l’Albert i a l’Anna, només dir-los que no sempre he fet feina davant 

d’un ordinador, i que em moro de ganes de passar-me una tarda sencera trastejant pel laboratori. 

 

A aquells que constituïu els diferents “graus” de veterania de la Unitat (Anna, Carme, Dolors, 

Elena, Josep, Laura, Leo i Montse), entenent la veterania com un grau, voldria agrair-vos les 

aportacions que heu anat fent en el dia a dia, tant en la recerca com en la docència; però 

sobretot, perquè m’heu ensenyat que tot resulta més fàcil si es treballa en un entorn agradable. 

 

Què dir als de la meva quinta (menys veterans que els anteriors tot i que ja “déu-n’hi-do”)? 

Doncs a l’Assumpta, a la Marta M, a la Nerea i al Nuno, agrair-vos les estones disteses que hem 
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passat conversant, tant de feina com de tants altres aspectes de la vida. Gràcies pel suport i 

l’interès que sempre m’heu demostrat, especialment en els moments més complicats. 

 

També vull agrair a les generacions que s’han anat incorporant en els últims anys que hagin 

format part, d’una manera o altra, d’aquest projecte (David, Eli, Irene, Judit, Mariona, Marta F, 

Sergi i Sheyla), ja sigui compartint hores de laboratori, de microscopi, de pràctiques o d’altres 

activitats menys laborals. 

 

Als tècnics de la casa, al Jonatan i al Marc, agrair-vos el vostre suport en les incomptables hores 

de laboratori, de microscopi i de preparació de pràctiques. 

 

I de ben segur, tot això no hagués estat possible sense la valuosa i imprescindible ajuda de la 

Sílvia, que tant m’ha ajudat en les tedioses però necessàries gestions de paperassa. 

 

Finalment, a les incorporacions més recents (Anna M, Cristina F, Daniel, Laia, Puri i Tània), voldria 

explicar-vos que us heu incorporat en un dels moments menys sociables i més avorrits de la 

meva vida. Crec que haurem de posar-hi remei a partir del 22 de juny. 

 

Però al llarg d’aquests anys són moltes les persones que han anat passant per la Unitat i que, tot 

i que ara no hi són, també han format part del recorregut. Malgrat que els camins s’han anat 

bifurcant i separant, les experiències compartides encara fan que mantinguem una bona amistat 

(Amine, Aurora, Cèsar, Laia M, Laura L, Pep, Pilar...). 

 

I per si m’hagués deixat a algú, vull fer un agraïment extensiu a tothom per les nombroses 

estones lúdico-festives que han fet el camí molt més divertit. Em refereixo a les bicicletades, 

seminaris blancs, calçotades, matances del porc, celebracions de Sants i aniversaris, fotografies 

de carnestoltes, edicions de “tasteig culinari”, barbacoes, jornades, excursions al Pedraforca, 

celebracions de Sant Wenceslao, i fins i tot, graellades de gambes al menjador de la Unitat! 

Sense oblidar-nos de que compartir un doble trasllat és una experiència que crec que uneix 

definitivament a les persones per a tota la vida. 

 

D’altra banda, vull també donar les gràcies a tota la “gent” de Prenatal Genetics, especialment a 

l’Agustí, a l’Esther, al Joan, a la Manoli i al Vicenç, per tot el que em van ensenyar en els meus 

primers passos pel laboratori. No només em refereixo a la part més “tècnica”, sinó també a tots 

els bons hàbits de treball que tant m’han servit al llarg d’aquests anys. Però sobretot, vull agrair-

vos sincerament l’oportunitat que em vareu donar, perquè sense ella avui no estaria on sóc ara. 
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Pels que no viuen el dia a dia de la recerca, a vegades es fa difícil comprendre la dedicació que 

requereix, i per això vull agrair a tota la meva família, tant la de sempre com la més recent, 

l’esforç que han fet per comprendre i donar-me suport en aquesta llarga empresa que vaig 

decidir iniciar. Al David vull agrair-li especialment que sempre m’hagi fet costat en el difícil camí 

de la ciència, i de fet, en tants altres camins; fins i tot en els més inversemblants. 

 

A tots els amics, tant als d’aquí, com als de Menorca, com als de l’altre banda del “bassal”, vull 

donar-vos les gràcies pel suport, la paciència i les llargues converses compartides que han fet 

molt més portable algunes de les etapes del trajecte. 

 

En fi, que tot i que quan comences una Tesi no tens n’hi idea de què implica ni d’on et portarà, 

ara que sembla que l’he enllestida, haig de dir que el balanç és absolutament positiu.  

Gràcies a tots! 

 



 



 






