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Resumen

Resumen

El aborto espontaneo ocurre del 15 al 20% en la totalidad de los embarazos reconocidos
clinicamente, mientras que del 0.8-1% presenta tres o mas pérdidas gestacionales, lo que se
define como pérdida gestacional recurrente. Se reporta en la literatura que el 90% de las
pérdidas gestacionales en el primer trimestre del embarazo, 30% en el segundo y 3% en &bitos
estan relacionados con cromosomopatias. (Wilcox y cols. 1998; Pellicer, 1999; Tsunehisha y
cols. 1992; Danforth,1990; Sandra P.T.T., 1994; McDonough P.G., 1994; Mishell D. R., 1993;
Pellicer, 1999; Vern, 1994).

En el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) se atiende a mujeres con embarazo de alto
riesgo, y de éstas una parte presenta pérdida gestacional recurrente. La mayoria de las
pérdidas se presentan durante el primer trimestre, debido al alto porcentaje de relacion con
Cromosomopatias, por lo cual es de gran importancia diagnosticar estas anormalidades a fin de

brindar un asesoramiento genético adecuado a la pareja.

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar la técnica de cultivo de tejidos, asi como
proporcionar los lineamienlos para el lransporte de la muestra y detectar una posibie causa

relacionada con anormalidades cromosomicas.

La poblacién de estudio fue conformada por 75 muestras que se refirieron a través de Ia
consuita de Genética del iNPer de enero de 1997 a diciembre de 1998. Primeramente se
estandariz6 el transporte de la muestra y se asegurd el buen estado del tejido para su cultivo,
asi como las técnicas de siembra por digestion enzimatica y explante; ya en el laboratorio se
puso el cuidado necesario en la seleccion del tejido a cultivar, para evitar la contaminacion por
células de tejido materno, y posteriormente aplicar ias técnicas de analisis citogenético
convencional.

El éxito en el cultivo se logro en un alto porcentaje, gracias al establecimiento de parametros en
el transporte de la muestra, ademas de en la técnica de siembra de los tejidos, obteniendo asi
resultados que apoyaron un diagnéstico genético en parejas con riesgo de pérdida gestacional

para un embarazo posterior.



Introduccidn

1. Introduccion

Las pérdidas gestacionales (PG) se agrupan por edad gestacional para poder determinar las
posibles causas y lrazar eslrategias de prevencion, las PG que ocurren antes de la octava
semana de gestacion (SDG) son abortos tempranos, antes de 20 SDG son abortos tardios con
menos de 500 g, y después de 20 SDG se definen como ébitos, que son productos nacidos sin
vida cuya muerte fetal ocurre antes y/o durante el trabajo de parto. (Danfoth, 1994).

En 1993 Mishell informa que entre 15 y 20% de la totalidad de los embarazos termina en aborto
espontaneo; sin embargo, la frecuencia de pérdida embrionaria es mayor, ya que Wilcox y cols.
(1998) midiendo la hormona gonadotropina coridnica (hGC) en orina, por un muestreo diario en
mujeres saludables esperando concebir, determind que algunos embarazos terminaron antes
de que fueran detectados clinicamente, es decir, el diagnosticado por el médico o por una
prueba de embarazo convencional, presentando una frecuencia del 22% al 31%,

Cuando la pérdida gestacional se presenta por primera vez en la poblacion general su
incidencia es de 32%, mientras que el 2 al 5% de las mujeres presentan dos o mas PG
(Pflueger MV, 1999) y cuando se presenta en forma recurrente la proporcion va de 0.8 a 1.0%
(Vern y cols. 1994). En la induccion de la ovulacién con gonadotropinas coriénicas se presenta
del 17 al 31% (Wilcox, 1988) y se reporta que en mujeres con aborto recurrente que se someten
a fertilizacion in vitro (FIV) hay un incremento en la tasa con embriones genéticamente
anormales comparada con los controles, por lo que es una de las causas de la infertilidad en
parejas con aborto recurrente. (Pellicer, 1999).

El aborto espontaneo de acuerdo a Mishell (1993) y Danforth (1994), puede ser por causas
fetales o por causas maternas, dentro de las primeras causas se ha asociado frecuentemente
un factor genético, mientras que entre las causas maternas existen factores endocrinos,
inmunologicos y anatémicos, (Stephenson, 1996).

Tsuneshisa y cols. (1992) asi como Pellicer (1999), reportaron que las pérdidas de embarazo
reconocidas clinicamente en mujeres con abortos repetidos, terminan en aborto espontaneo
durante el primer trimestre y éstos presentan alteraciones cromosémicas hasta en el 90.1%
(Danforth, 1994).



Introduccion

Soélo si se presenta morfologia anormal, las herramientas ultrasonograficas pueden apuntar
hacia una anormalidad cromosémica, pero no pueden predecir el cariotipo de las PG (Held y
col., 1992).

El andlisis de las vellosidades coriénicas es usado como un meétodo alternativo a la
Amniocentésis en muchas partes del mundo, para la determinacion temprana de cariotipo del
producto, las vellosidades coridnicas son la parte fetal de la placenta, y usualmente se toma la
muestra entre las semanas 10 y 12 de gestacion, el feto y la placenta se desarrollan a partir del
mismo Ovulo fertilizado o cigoto, donde las primeras células que se diferencian son las células
trofoblasticas que estan destinadas a formar parte de la placenta, estan involucradas en la
implantacion del embrién en el atero, y conforman la capa externa de las vellosidades coriales.

El cultivo de células a partir de vellosidades coriales analiza los fibroblastos que conforman el
estroma o mesénquima de la placenta también y que reflejan de forma mas fidedigna el
cariotipo del producto por ser de origen fetal temprano.

Es importante para el crecimiento y desarrollo correcto del producto, tener el numero y
estructura correcta de cromosomas, la falta o el exceso de material extra causa generalmente

problemas en el desarrollo del producto.

1.1 Mitosis y Meiosis

El material genético esta contenido en el acido desoxirribonucléico (DNA), dentro del nucleo, y
determina la organizacion de la vida en la célula, asi como las caracteristicas hereditarias que
se transmitiran, cada par cromosémico estad constituido de un cromosoma paterno y uno
materno, dandole asi su condicién diploide “2n” y donde ambos cromosomas seran transmitidos
a la célula hija en cada mitosis y solo la mitad durante la meiosis, asi como se muestra en la

figura 1.
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1.2 El Cariotipo Humano

El cariotipo normal en el humano se compone de 46 cromosocmas, 22 pares de autosomas
nombrados del 1 al 22 por orden decreciente de tamafio, y un par de cromosomas sexuales, XX
para la mujer y XY en el hombre.

Cada cromosoma tiene un centrdomero (CEN) que es la regiéon que contiene el cinetocoro
(centro organizacional de microtibulos), que es el responsable de sujetar el cromosoma al huso
acromatico durante la division celular.

Las dos cromatidas hermanas estan unidas a la heterocromatina paracéntrica al final del lado
opuesto de la region centromérica. (Figura 2).

La region de! centrémero, divide al cromosoma en dos brazos, el brazo corto (brazo “p” por
petite en francés), y el brazo largo (brazo “q") y convencionalmente se coloca el brazo corto o
“p” hacia arriba en las representaciones en diagrama.

Cada uno de los brazos termina en un telomero (qter, pter) que es una secuencia genética
repetitiva altamente conservada la cual inhibe la union entre las terminaciones de las
cromatidas o brazos de los cromosomas y es importante también para anclar al cromosoma a la
membrana nuclear, particularmente durante la meiosis (Cremer, 2001).

Cuando el brazo corto es tan largo como el brazo largo, el cromosoma se llama metacéntrico, y
si es mas corto se llama sub-metacéntrico, cuando es muy corto pero permanece visible se dice
ser sub-telocéntrico, cuando es extremadamente corto, virtuaimente invisible, el cromosoma es
acrocéntrico.

En el cariotipo humano los pares cromosomicos 13, 14, 15, 21, y 22 son acrocéntricos y el “Y”
es sub-telocentlrico.

En las células de mamiferos el brazo “p” de muchos cromosomas acrocéntricos lleva las
regiones de organizacion nucleolar (NORs) las cuales contienen genes que codifican para RNA
ribosémico.

Las técnicas de tincion generan que los cromosomas presenten bandas, donde cada brazo
presenta una secuencia de bandas obscuras y claras de intensidad variable, que son patrones,
especificos y repetitivos para cada cromosoma. El nimero de bandas observado no es fijo, por
ser relativamente dinamico el estado de contraccion de los cromosomas, asi los cromosomas

de la prometafase, tienen muchas mas bandas que ios de la metafase.
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Figura 2. Bandas Y Regiones.

Se han estandarizado patrones y nomenclatura para definir el mapeo posicional de las bandas,
lo cual permite a los citogenetistas comunicarse y archivar informacion con propoésitos médicos.
La numeracién de las bandas comienza desde el centromero y continua hacia el final de cada
brazo, convencionalmente los brazos estan divididos en un numero de regiones mas facilimente
reconocibles como “bandas marcadoras de region" (landmarks), asi las bandas se numeran
secuencialmente en cada region y estan caracterizadas por el uso del sistema decimal, (Figura
2).

1.3 Anormalidades cromosomicas.

1.3.1 Numéricas.

A. Aneuploidias.- puede ser un cromosoma, 0 mas de uno, que dentro del conjunto diploide
estd de mas, o de menos, mientras que si el conjunto completo esta por triplicado , o mas
comunmente por cuadruplicado se llama Poliploidia.
La no disyuncién en la primera division meiética produce 4 gametos desbalanceados el 100%
de los gametos estara afectado
¢ La no disyuncién con un cromosoma extra en los gametos produce cigotos trisémicos.
La mayoria de Ias trisomias no son viables Ej.: trisomia 16 que es la trisomia reportada
mas frecuente en aborto espontaneo, y se pierden tan temprano que no es perceptible
para la misma madre. Unas pocas trisomias son mas o menos compatibles con la vida
Ej.: trisomia 21, 13, 18 y 8.
e Gameétos nulisomicos con peérdida de un cromosoma que producen monosomias. Las
monosomias son mas deletéreas que las trisomias y casi siempre todas terminan en

aborto tempranamente (Pellicer 1999, Sirchia y cols. 1998).
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e La no disyuncion afecta a todos los cromosomas y raramente mas de un par de
autosomas puede estar involucrado en la misma célula meiotica (no disyuncion muiltiple
es mas frecuente en un gonosoma).

e La no disyuncibn no es un evento raro pero su ocurrencia seguramente esta
subestimada debido a la eliminacidbn espontanea temprana de la mayoria de las

concepciones desbalanceadas.
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Figura 3.- Anormalidades Constitucionales Versus Adquiridas
Con respecto a la figura 3 hay que recordar que en los gametos masculinos las cuatro células

resultantes van a estar efectivamente presentes como espermas, mientras que en los gametos

femeninos solo uno participa en la fertilizacién y los otros tres se van a eliminar como cuerpos
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polares, la segunda division meidtica produce dos gametos desbalanceados y dos normales
(50% y 50%). (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology).

B. Euploidias.- dos veces el nimero haploide mas otro, 2n + n = 3n 0 2n + 2n = 4n, debido a

fertilizacion anormal (gameto anormal). Se produce entonces una poliploidia, como se muestra

en la tabla siguiente

Tabla I. De Generacion De Euploidias.

Gametos Gameto Gameto
Gametos
23,X 46,XX nulisémico
Gameto
46, XX 69, XXX 23, X
23X
Gameto
46, XY 69, XXY 23.°Y
23Y
Gameto 46, XX, mola
69, XXX 92, XXXX
46,XX paterna
Gameto 46, XY, mola
69, XXY 92, XXXY
46,XY paterna
Gameto 46, XX mola
: ) 23, X L
nulisémico materna

Las triploidias se encuentran en 20% de los abortos espontaneos, y se deben a un error en la
divisién durante la gemetogénesis del évulo o mas frecuentemente en la del espermatozoide.
(Tho S., y cols., 1994) es posible que un nacido vivo la presente pero muere al poco tiempo.

Los mecanismos posibles de formacion son segun Jean-Loup Huret, Claude Léonard, y John

RK Savage.:
s Diginia: la no expulsion del cuerpo polar.
o Diandria: fertilizacion de un oocito por dos espermatozoides o por un

espermatozoide diploide, la diandria es 4 veces mas frecuente que la diginia.
Tetraploidia: 4n = 92 cromosomas. Encontrada en 6% de los abortos espontaneos. La literatura

registra muy pocos productos nacidos vivos pero mueren rapidamente después de nacer. Los
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tetraploides son siempre 92, XXXX o 92,XXYY, lo que sugiere que la causa es una division
incompleta en la primera segmentacion del cigoto o errores en la fertilizacion que son
frecuentes de 2 a 3%.( Huret J. L, Léonard C., y Savage J.R.K.).

B.1 Molas. La expresion fenotipica anormal de un cariotipo diploide, pero con ambos
complementos del mismo origen depende de la fuente del conjunto cromosémico adicional, el
conjunto paterno adicional por un esperma diploide, presenta una placenta anormal, y son
llamadas “molas hidatidiformes completas” o clésicas, y la retencién del segundo cuerpo polar
produce un duplicado del genoma materno llamada “diginia” y son “molas hidatidiformes

parciales” y presentan partes fetales a diferencia de las molas paternas.(Tho y cols. 1994).

B.2 Mosaicismo. Un individuo mosaico esta constituido por 2 (o mas) lineas celulares
diferentes. Estas poblaciones de células sin embargo vienen de un solo cigoto (Sirchia, 1998)
cuando registramos un mosaico se denota por un corte entre varias clonas observadas en un
cultivo ejemplo: trisomia 21 presentada como mosaico (46,XY/47,XY+21)(Bray y Wright, 1998).
La viabilidad de las dos células hijas producidas por no-disyuncién es diferente, por ejemplo: en
la trisomia 21, el clon monosomico para 21 no es viable y desaparece.

El fenotipo de los individuos sobrevivientes estara mas o menos afectado de acuerdo a la
proporcion de la variedad de clonas. (www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic/mosaicism)

La variabilidad de la proporcion de clonas se ve afectada por varios factores:

La precocidad del evento, por ejemplo: 45,X/47 XXX donde no hay células normales con
cariotipo 46,XX, lo que significa que es un evento cigoético, mientras que en 45,X/46,XX/47 XXX
se presenta como un evento post-cigotico, si las células 46,XX son mas numerosas, la anomalia
ocurrid mas tarde en el desarrollo, y si ocurre en el estadio 32 o 64 células, todo, nada o parte
del embrién puede estar afectado porque desde aqui y después de éste estadio las células
destinadas a la linea primitiva, y el embrién propiamente seran segregadas y la aberracion
permanecera confinada a la placenta y membranas. (Held, 1992, Asiner y cols., 1998).

(www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic).

El grado de afeccion de la aberracion dependera de la distribucion de la poblaciéon de lineas
celulares durante la embriogénesis, en este caso, la proporcion de los clones va a variar de un
organo a otro, diferentes clonas, y esto puede ocurrir in vitro, de cada linea ceiuiar tienen

diferente cinética.
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Un mosaico no debe confundirse con una quimera, en una quimera, las células se originan a
partir de dos (0 mas) cigotos. Estos se producen por:

» Mezcla o intercambio de células, de diferentes cigotos (por ejemplo la fusion temprana
de 2 embriones).

* La cruza de la circulacion sanguinea entre gemelos dicigéticos, con la mezcla de sangre
pueden dar diferentes cariotipos, por ejemplo 46,XX/46,XY.

e Singamia: como un tipo de fertilizacion anormal, por ejemplio 2 espermatozoides, mas un
6vulo con su segundo cuerpo polar, forman un individuo con un cariotipo 46,XX/46,XX
por ejemplo, en las quimeras, las 2 poblaciones celulares pueden o no tener diferentes
cariotipos, sin embargo los genes son diferentes. (Gardner R.J., 2004).

Una muestra de piei fetal puede ser necesaria para confirmar o descartar un mosaico que esté
ausente de las lineas de sangre periférica o de cordon y presente en fibroblastos o amniocitos
de los cromosomas 2, 4, 8, 9, 15, 16, 17, 18, 21, y 22, aun cuando una trisomia 22 completa
raramente lograra un embarazo viable.(www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic).

El Mosaicismo fetal puede ser liamado “verdadero” por encontrarse en una o mas céluias de
dos o mas frascos de cultivo, a diferencia de el Pseudo-Mosaicismo, donde sélo encontramos
células con cariotipo anormal en un solo frasco de cultivo, puede en ambos casos representar
una anormalidad y no presentarse Unicamente in-vitro, pues puede ocurrir por una no-
disyuncion post-cigética somatica o como una alternativa de rescate de un cigoto trisémico

inicialmente (Frans y cols., 1998; www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic)

E! nimero de células anormales y su distribucion en los tejidos pude ser dependiente del tiempo
en que empezo6 una forma de “corregir” un zigoto con una trisomia, llamada “rescate trisémico”,
Se llama “rescate trisémico” a la forma de perder o eliminar el cromosoma que esta como
adicional, durante las primeras divisiones post-cigéticas que involucran a las células destinadas
a formar al embrién, asi el contenido originalmente anormal del embrién puede ser “rescatado”.
También variara debido a la etapa en que se genero la no-disyuncion y al compartimiento del
tejido en el cual ocurrio (Held, 1992, Astner y cols., 1998).

1.3.2 Anormalidades Estructurales.
Los cromosomas pueden sufrir rupturas en cualquier punto de los brazos cortos o largos, éstas

pueden presentarse dentro del mismo brazo o solo como un solo punto de ruptura y hasta la

porcién terminal, y pueden reunirse de varias formas entre ellas como si fuera una restitucion,
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en el caso de dos 0 mas puntos de ruptura, terminan reuniéndose para formar una aberracion

estructural (Figura 4) (Scriven y col. 1998).

ANOMALIAS NUMERICAS HOMOGENEAS: MECANISMOS DE FORMACION

No disyunciéon
en la meiosis

Primera division o Segunda division

i
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Gameto |
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Tri Tri Mono Moro ' MNormal Normal Mono Tri
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CIG0TOS TEORICAMENTE FORMADOS

FIGURA 4.- Anormalidades Numéricas y mecanismos de formacién

Para un individuo es importante tener 2 copias normales de cada gen, sin tener material de mas
o de menos, esto es particularmente importante en el embrién, donde el complemento genético

balanceado completo es vital para su desarrollo normai.

Un embribn que tiene una anormalidad numérica constitucional, una translocacion
desbalanceada, una o tres copias de algun conjunto de genes, resulta en un desarrollo anormal,
no todo el complemento es absolutamente necesario para el funcionamiento de las células de
los diferentes tejidos, pero la falta de una copia puede tener consecuencias lamentables, como
en el Sx de Angelman / Prader-Willi .(Perk J., y cols., 2002)

Las 2 megabases en el dominio de PWS/AS, contienen un grupo de genes que se expresan
paternamente, y los dos ultimos genes UBE3A y ATP10C, se expresan exclusivamente del
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alelo materno,(Perk J., y cois, 2002) El sindrome de Prader-Willi (PWS) es el resultado de
defectos moleculares que traen como consecuencia el silenciamiento de la expresion de los
genes paternos, mientras que el sindrome de Angelman (AS) se genera de defectos
moleculares que causan la pérdida de expresion del dominio en la copia de los genes maternos,
otro ejemplo es el del Retinoblastoma donde con una copia no pasa nada pero la eliminacion de
las dos por mutacién o por pérdida de heterocigocidad causa la formacion del tumor, es
importante que las dos copias de un gen sean normales, si una ruptura ocurre dentro del
dominio de un gen, puede reunirse errébneamente, inactivando o prendiendo su actividad en el
momento inadecuado o producir un gen hibrido con partes de un oncogeén codificando para una
proteina fusionada con propiedades oncogénicas.

Muchas de las aberraciones estructurales son letales para la célula y son rapidamente
eliminadas de la poblacion celular, de aquellas que sobreviven y son transmitidas; las mas
frecuentemente encontradas son translocaciones, inversiones y deleciones pequefias donde no
hay aparentemente pérdida de material, o no son tan deletéreas.

Los cromosomas rearreglados y que son transmitidos, se llaman cromosomas “derivativos” (der)
y se nombran de acuerdo al centrdbmero que portan, la translocacion reciproca entre el
cromosoma 1y el cromosoma 14, resultara en der (1) y der (14).

En el caso particular de las translocaciones entre autosomas y cromosoma “X" de un producto
“XX" la inactivacion de uno o los cromosomas “X” no se lleva a cabo al azar y generalmente se
sigue un patron que favorece al individuo, Ej.: en una translocacion balanceada entre un "X" y
un autosoma t(X;autosoma) se inactiva el “X" normal para dejar el total balanceado; en
contraste si la translocacion es desbalanceada entre el cromosoma “X" y el autosoma se
inactiva el cromosoma “X" lranslocado y puede ser diferente el patron de inactivacion en

linfocitos que en fibroblastos (Zori y cols., 1993).

1.3.2.1 Translocacion Reciproca.

Es un intercambio entre segmentos terminales de los brazos de dos cromosomas, que pueden
ser del mismo par homologo o no serlo, si tenemos en cuenta que no hay pérdida o alteracion
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Figura 5.- Diferentes Tipos De Anormalidades Estructurales.
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en los puntos de intercambio, el nuevo arregio es genéticamente balanceado y denominado:

translocacion balanceada.

Durante la meiosis, cuando hay apareamiento entre segmentos de cromosomas homélogos, los

cromosomas normales forman un bivalente, lo que permite el entrecruzamiento, en las

translocaciones pueden formar un cuadrivalente (tetravalente, en Griego) causando problemas

en la segregacion.

En anafase | de la meiosis, los cromosomas se separan sin romper el centrémero; mientras que

la segregacion y separacion de las cromatidas ocurre en la anafase 2, en el caso de un

cuadrivalente puede ser de varios tipos: (Figura 6).

Tipo alterno, produce gametos normales, o gametos con la translocacion parental
balanceada. El producto tendra un fenotipo normal (a menos que exista un desbalance
no perceptible bajo microscopio optico, o criptico).

Adyacente Tipo 1, (frecuente): Se asocia a un cromosoma normal por ejemplo: a) un
cromosoma reareglado o derivativo del otro par (der b), al recombinarse dan lugar a una
deficiencia en la duplicacion, exceso de algunas porciones y falta de otras.

Adyacente Tipo 2, (muy rara) (Tho PTS y Mc Donough PG, 1994) Se asocia a un
cromosoma normal con un derivativo del mismo par (por ejemplo: 13+ der(13)).

Tipo 3:1, (rara) (Tho PTS y Mc Donough PG, 1994) - Cualquiera de los cromosomas
derivativos y los 2 homologos normales (por ejemplo a, b, der(b)) segregados a una
célula hija, y el otro derivativo (der(a)) a la otra, - O un homélogo normal con los 2
cromosomas derivativos (b, der(a), der(b)) a una célula, y el cromosoma normal (a) a la

otra célula. En cualquiera de los casos, resultara en cigotos con 47 o 45 cromosomas.

Caracteristicas de una Translocacion Reciproca

La translocacion reciproca es en la mayoria de los casos un rearreglo balanceado y los
portadores son de fenotipo normal (Munné y cols., 2000).

En la meiosis el valor de una mala segregacion incrementa, especialmente cuando un
acrocéntrico esta involucrado en la translocacion, adyacente tipo I, adyacente tipo Il y
tipo 3:1 acarrean abortos, o el nacimiento de un producto mal formado, entre mas
desbalanceado sea el cigoto, menor es la probabilidad de que el producto llegue a
término.

El entrecruzamiento durante la meiosis no tiene consecuencias en la estructura o
morfologia de los cromosomas (no es el mismo caso en inversiones o en otros

rearreglos).
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« Las rupturas pueden ocurrir en los centromeros intercambiando brazos completos.
Translocaciones complejas:
Tres 0 mas puntos de ruptura y participando mas de dos cromosomas en el intercambio

producen rearreglos muy complicados.
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TRANSLOCACIONES RECIPROCAS: MEIOSIS:
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Figura 6.- Translocaciones Reciprocas.
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1.3.2.2 Translocaciones Robertsonianas.

La fusién cercana a los centrdmeros de dos acrocéntricos, es mas frecuente en los brazos “p’,
dando lugar a un cromosoma dicéntrico, o sea con los dos centromeros.

El cromosoma reareglado incluye los brazos largos de los dos cromosomas acrocéntricos,
mientras que la mayoria del material de los brazos cortos esta perdida, casi siempre uno de los
centromeros esta inactivado, asi la translocacién da funcionalmente un monocéntrico que no

presenta problemas de segregacion.

TRANSLOCACION ROBERTSONIANA:
TRANSMISION A LA DESCENDENCIA
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Figura 7.- Translocaciones Robertsonianas
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El cariotipo de un individuo portador de translocacion robertsoniana tiene 45 cromosomas sin

embargo se dice que aparentemente es balanceado y no tiene consecuencias aparentemente.

1.3.2.3 Delecion.- Es la pérdida de un segmento cromosomico, ya sea intersticial o terminal
(figura 8) siempre resulta en la pérdida importante de material genético y la pérdida produce
una “monosomia parcial” generando un cariotipo desbalanceado, con deficiencia parcial de un
cromosoma, Las deleciones son por lo tanto reordenamientos desbalanceados.

Si la delecion es intersticial se indican los 2 puntos de ruptura; en cambio s6lo se registra 1

punto de ruptura cuando la delecién parece ser terminal, una delecién terminal deja un

6- 8.

DELECION INTERSTICIAL
Y DELECION TERMINAL

cromosoma sin telémero.

Figura 8.- Tipos de deleciones

1.3.2.3.1 Deleciones constitucionales.- Algunas deleciones en autosomas tienen
repercusiones fenotipicas mayores, ejemplo: del(18p); del(18q); del(4p): Sindrome de Wolf-
Hirschhorn; y del(5p): Sindrome de Cri Du Chat” 10 a 15% de los casos de delecion vienen de
un rearregio parental por una mala segregacion la mayoria ocurre de novo , la deiecion puede
acompanarse de la trisomia parcial de otro cromosoma (duplicacion / deficiencia) por el tipo de

apareamiento durante la meiosis (Figura 10).

1.3.2.3.2 Microdeleciones.- La pérdida de un segmento cromosomico puede ser tan pequena
que inciuya solo un gen o parte de un gen (Stansfield, 1996) aun asi pueden ser transmitidas
ejempio: del (13) (q14.00q14.09) causante del retinoblastoma.

La delecion en cromosomas sexuales afecta la gametogénesis y la diferenciacion sexual,
excepto en “Y"q distal, pero el Sindrome de Turner esta determinado por la delecion del brazo

corto del cromosoma “X" (Xp).

1.3.2.4 Cromosomas en anillo.- Puede suceder como un evento con centromero o sin el,
perdiéndose en éste caso, los que se transmiten son siempre con centromero, un anille con un

centromero involucra la delecion frecuentemente pequenia, de los extremos de ambos brazos,
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incluyendo los telomeros y la reunion del segmento medio consigo mismo en una estructura
circular, causando problemas durante la mitosis para separar las cromatidas hermanas en

anafase.

ANILLOS: CONSECUENCIAS

MEIOSIS MITOSIS
Prirnera divisidn Divisidn : n Divisidn : n+1

© =
&
=S

@

Intercambio de

Intercambio de cromitidas hermanas

cromatides homidlogas

0

-
)
fous!

Figura 9.- Anillos

Es un rearreglo desbalanceado donde los segmentos terminales del cromosoma con la ruptura,
casi siempre se pierden, y pueden ocurrir anormalidades como duplicaciones / deleciones, por
los probiemas mecanicos en la mitosis y la meiosis, acompafiados de cambios continuos en el
tamafio del anillo y su composicion.

Si las cromatidas hermanas intercambian durante meiosis seguido de la replicacion
cromosomica (figura 9) se puede formar un anillo dicéntrico o un par de anillos entrelazados,
que pueden dejar puentes, rupturas, pérdida de material en la anafase de la mitosis, las
siguientes fusiones y fisiones pueden dejar anillos de tamano variable y duplicaciones y
perdidas de tamafo variable también, ademas de duplicaciones y pérdidas adicionales,

también se pueden producir multiples anillos entrelazados.
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Haciendo énfasis en que debido a la composicion inestable del anillo, la designacion de puntos
de ruptura no puede ser muy certera o representar en su caso el cambio inicial.

Son mas frecuentes de novo, y raramente se transmiten a sus descendientes, debido a su
inestabilidad en las divisiones celulares dejan una gametogénesis sin terminar, existe una
frecuencia de mosaicismo, la repercusion en el fenotipo es variable, con signos de trisomia o
de delecion.

En humanos, el anillo mas frecuente en anormalidades constitucionales es el del cromosoma
13.

1.3.2.5 Inversion.- La inversion ocurre cuando un segmento de del cromosoma se rompe, y se
retne dentro del mismo cromosoma invirtiendo su posicién. Normalmente solo una inversion
grande puede ser detectada.

Las inversiones son rearreglos balanceados (sin pérdida o ganancia de material aparente) y el
portador es de fenotipo normal. Si hay una ruptura en medio de uno o dos genes, resultara un

desbalance para éstos genes en particular.

1.3.2.5.1 Inversiones Paracéntricas.- Cuando el segmento invertido esta dentro del mismo
brazo del cromosoma, sea “p" o “qQ" se convierte en un evento raramente detectado debido
probablemente a que son pequenos segmentos los involucrados. '

Las inversiones paracéntricas mas frecuentes en anomalias constitucionales afectan a los

cromosomas 3, 7 y 14.

Los portadores son frecuentemente fértiles (sin importar el sexo), y cerca de la mitad de los
descendientes tendran cariotipo normal, y la otra mitad un cariotipo con ei rearregio balanceado
como el portador, la progenie es igual a menos que se de entrecruzamiento entre los
segmentos involucrados cosa que es poco frecuente, hay pocos abortos con formas
desbalanceadas, que son frecuentemente muy daflinas como para dar origen a fetos viables.
Hay muy pocos casos de descendienles malflormados teniendo una conslilucion aparenlemenle

balanceada bajo microscopio 6ptico.
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INYERSION PARACENTRICA : CONSECUENCIAS
-Primera division Meiodtica-

Sobrecryzamiento = Anafaze 1

\
/
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P

Figura 10.- Inversion Paracentrica; Consecuencias

En la meiosis hay apareamiento de segmentos homaélogos, lo cual resulta en un “loop” o "rizo
de inversion” (formacion de un lazo en forma de una “e" que es basicamente una inversion en la
secuencia genética), si el entrecruzamiento se lleva a cabo dentro del rizo, produce un
fragmento acéntrico que se pierde y forma un puente de unién entre los dos centrémeros en la

anafase el puente puede:
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o« Romper y de acuerdo donde rompe habra duplicacion / delecion o deficiencia de
ciertos segmentos en las células hijas.

» Impide la separacion de la célula, produciendo una sola célula hija con el material
genético duplicado.

« El fragmento dicéntrico sera incluido completamente en una célula hija, en éste caso
habra en telofase de la segunda division, una célula normal, una célula con la
inversion balanceada, una célula que no tiene ésta cromatida y una con la cromatida
dicéntrica. Este cromosoma dicéntrico puede: entrar en ciclo de fision-fusién con
rearreglos complejos, o impedir la diacinesis (dejando una tetraploidia), o como
ultima opcién inactivar uno de sus dos centromeros, estabilizando el rearreglo.
Figura 10)

« Ofros entrecruzamientos pueden dejar un producto desbalanceado hasta en 100%
(B y C de la figura 10).

Existe una fuerte presion de seleccion a favor de las células hijas normales, o aquellas que
portan ia inversion baianceada (tan frecuente en genética, tenemos la paradoja de una
anormalidad muy grande que puede dejar menos consecuencias en el recién nacido, como
en las células sexuales, oocitos, o embriones que las portan y seran eficientemente
eliminados, el ejemplo observable es el sesgo que existe, lo que es una regla general en
biologia.
1.3.2.5.2 Inversion pericéntrica.- Una inversion se dice pericéntrica cuando los dos puntos de
ruptura involucrados estan en lugares opuestos al centromero, y la reunion invierte
efectivamente el segmento que incluye el centromero.
Algunas inversiones Paracéntricas son frecuentes y son llamadas variantes cromosomicas:
como la inversion paracéntrica del 9, inv(9)(p11q11.3), encontrada en 1 / 440 individuos (con
variaciones geograficas grandes) y descendencia con formas desbalanceadas no ha sido
encontrada regularmente.

« Entrecruzamientos entre heterocromatina se dan raramente.

« Inv(Y)encontrada en 1 a 2/ 1000 individuos varones.

Algunas inversiones pueden ser causa de abortos, produciendo esterilidad (pasa
frecuentemente en el varon) y dejar productos desbalanceados en meiosis.
Durante la meiosis el entrecruzamiento en el “rizo de inversion “ puede producir cromosomas

recombinantes (rec) con duplicacion de un segmento y deficiencia de otro, ejemplo: duplicacion

22



Introduccion

o

de “p" y deficiencia de “q", que puede registrarse como del/dup(p), duplicados-deficiencias como
aquellos fuera del rizo de inversién, se pueden ver en la parte baja de la figura 11.

Si la inversién es grande, la probabilidad de entrecruzamientc dentro del rizo de inversion
aumenta, y los segmentos duplicados-deficientes fuera del rizo disminuyen. Sin embargo el
riesgo puede aumentar después de que la probabilidad de que el concepto sea viable aumenta.
Por el contrario, una inversion pequefia tiene menor probabilidad de entrecruzamiento en un
rizo de inversién pequefio. Sin embargo si esto ocurre son muy grandes los segmentos
duplicados-deficientes lo cual puede tener una presion de seleccion muy fuerte y el riesgo de
descendencia malformada puede ser bajo.

INVERSION PERICENTRICA : CONSECUENCIAS

MEIOSIS
Primera divisién Sequnda divisidn

) <
Sobrecruzamiento
< < \
L o
/}

Figura 11.- Inversion Pericéntrica.
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El entrecruzamiento fuera de los segmentos invertidos o del “rizo de inversion” es
completamente normal.

Dondequiera que ocurra el entrecruzamiento dentro de! “rizo de inversién” las consecuencias
seran las mismas aun involucrando genes o parte de ellos.

La pérdida de un brazo completo, es reemplazada por la duplicacion del otro brazo y es
equivalente a una monosomia de un brazo y a una trisomia del otro, y 2 o mas quiasmas dentro
de un rizo de inversién se cancelan uno al otro.

i
|

1.3.2.6 Isocromosomas.- Es propiamente un rearreglo estructural. Se registra como “i" seguido

de un paréntesis con el nimero del cromosoma y el brazo ej.: (17q) o0 i(17)(q10), que significa la
duplicacion del brazo "q" y la pérdida del brazo “p".puede ser heterocigoético.

Este rearreglo es frecuente como una anormalidad adquirida en cancer ejemplo: i(17q)
anormalidad secundaria en Leucemia Mielocitica Crénica (LMC). Es también un rearreglo
frecuente en el sindrome de Turner con el cromosoma “X" como i(Xq). Los mecanismos de
formacion de un isocromosoma son variados y podemos tener un ejemplo en la figura 12.

En células somaticas el origen mas frecuente para un isocromosoma es la delecién-union con

una cromatida hermana ocurriendo dentro de la regién centromérica.

1.3.2.7 Insercién.- Puede definirse como una translocacion intersticial no reciproca, pero puede
tener un origen parental a partir de una translocacion reciproca paterna.

Un segmento intersticial se rompe y se transfiere a una nueva posicion en otro cromosoma,
ocasionalmente dentro de su homologo, pudiendo insertarse aun dentro del mismo cromosoma
en algun otro iugar.

E! segmento insertado puede estar posicionade con su orientacion original con respecto al
centromero o también invertido.

Es un rearreglo balanceado usualmente. Se registra como “ins” seguido de un paréntesis con el
numero del cromosoma que recibe el segmento y precedido del nimero del cromosoma que
dona el segmento si es que son diferentes. Un segundo paréntesis indica el punto de ruptura
donde se inserta, seguido de los dos puntos terminales de ruptura del segmento delecionado
ejemplo. ins(2)(p13q31q34) e ins(5;2)(p12;931g34) indicando que el segmento q31q34 del
cromosoma 2 esta insertado en p13 del cromosoma 2 y en p12 del cromosoma 5.
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Una insercion puede ser directa (dir ins) tomando su orientacion con respecto al centromero, ia
banda proximal, la que queda mas cercana al centromero, en el ejemplo anterior la banda q31
precede a la banda q34.

También una insercion puede ser invertida (inv ins) si la banda proximal queda mas lejos del
centromero, ej.:ins(2)(p13q34q31) e ins(5;2)(p12;034q31), donde el nimero de banda distal, la
mas lejana al centrémero precede al nimero de la banda proximal.

Esta aberracion puede ser balanceada y estable en células somaticas, y se puede transmitir por
muchas generaciones de células, sin embargo se convierte en devastador en meiosis, en
muchos casos el segmento insertado puede no ser muy largo causando la formacion de un rizo,

y si es largo causar la formacion de un cuadrivalente.

ISOCROMOSOMAS: MECANISMO DE FORMACION

( —
Sobrecruzamiento -=-> [socromosorna dicéntrico
durante la meiosis v heterocigoto
iis
Durante la mitosis ¢ ~==> lsocromosoma monocentrico
Corte anormal del centrémero y homocigote

s N L
J

Durante la mitosis : ---> [socromosoma dicéntrico
Rotura de brazo p y unién tipo U y homocigoto

rigura 12.- Inseircidén
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En todo caso el promedio de segregacion en Meiosis | puede dejar la mitad de ios gametos
desbalanceados, por el contrario si el segmento es largo entonces permite la formacion del
cuadrivalente, generando un 25% de gametos normales si la insercion es directa y no hay

ningun segmento invertido como se muestra en la figura 6.

INSERCION - CONSECUENCIAS

insercion
directa

1.

U

—_—

p—

Sobrecruzamiento

Insercion

invertida S

{L'ﬂ --I.f_\_; :\{‘
r _ | ‘ \

e _ 2o

i

Figura 13.-Inscrcion Conseccuencias

1.3.2.8 Duplicacién.- La duplicacion puede ser directa ejemplo: un segmento determinado del
cromosoma gue se encuentra repetido una o mas veces, el segmento duplicado toma la misma

orientacion con respecto al centromero, llamada tambien duplicacion en "tandem” ¢ de “uno fras

otro”.
La duplicacion sera invertida cuando el segmento duplicado tome la orientacién opuesta con

respecto al centromero.
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Es un rearreglo desbalanceado y se registra como “dup” seguido de un paréntesis con el
niamero del cromosoma, y un segundo paréntesis indicando los puntos de ruptura y la region
duplicada.

En la mayoria de los embarazos es posible detectar en la placenta, el contenido cromosémico
como una forma segura de representar el cariotipo del producto de gestacion, es por esto que
es importante obtener un resultado del analisis citogenético, ya sea de placenta o de partes

fetales en una pérdida gestacional con sospecha de genopatia.
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Justificacion

2. Justificacion

Aproximadamente de 5 a 8% de las parejas con historia de pérdida gestacional recurrente
tienen cariotipo anormal, de forma numérica o estructural. (Chen S.H. y cols, 2002).

Las trisomias autosomicas representan el 50% de todas las Anormalidades Cromos6micas del
primer trimestre, y estan asociadas a la edad materna, de éstas la trisomia 16 es la mas comun
en aborlos del primer trimestre. (Warburton D., 1980).

El cultivo de tejidos es utilizado dentro del laboratorio de genética del Instituto Nacional de
Perinatologia para confirmar o apoyar un diagnéstico en caso de una pérdida gestacional, aun
en pérdidas detectadas tempranamente o durante las semanas posteriores de embarazo, como
evidencia de la posible causa del evento, debido al aito porcentaje de anormalidades
cromosémicas en pérdidas gestacionales se justifica la estandarizacion de la técnica en toma,
transporte y cultivo de tejidos, ademas del método utilizado para la obtencion de material
cromosémico de calidad analizable por las técnicas de citogenética clasica dejando muestras
preparadas para un anaiisis de bandas cromosomicas, o para estudios posteriores con técnicas
moleculares, como una forma de apoyo para el asesoramiento genético de la pareja, como una
forma de establecer el porcentaje de riesgo de una pérdida gestacional para un siguiente

embarazo.

28



Objetivos e Hipotesis

3.1 Objetivos

Estandarizar la técnica de cultivo de tejidos en el laboratorio de genética del Instituto Nacional

de Perinatologia.

Apoyar con el analisis citogenético el manejo y asesoramiento de la pareja con riesgo de

pérdida gestacional para un embarazo en el futuro.

3.2 Hipotesis

Si se lleva a cabo el analisis citogenético convencional en pérdidas gestacionales se espera
encontrar diversos tipos de alteraciones cromosémicas, que hayan comprometido su desarrolio

y no permitieron su viabilidad.
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4. Material y métodos
4.1 Poblacion de estudio.

Muestras obtenidas de pérdidas gestacionales de pacientes del Instilulo Nacional de
Perinatologia que fueron referidas por la consulta de Genética en un periodo de enero de 1997
a diciembre de 1998.

4.2 Obtencion de [a muestra.

A partir de muestras tomadas entre enero de 1997 y diciembre de 1998 de pérdidas
gestacionales de pacientes del Institutc Nacional de Perinatologia, con indicacion de carictipo,
se salecciono el tejido adecuado para la biopsia que fue de los tejidos siguientes:

Piel fetal _

Placenta (vellosidades coriales)

Organo de origen fetal

Con una biopsia de aproximadamente 3 X 2 X 0.5 mm, fue suficiente.

Fue establecido que se enviaran tubos estériles con medio de transporte con medio MEM (100
mililitros, adicionado con 1 mililitro de gentamicina y dos mililitros de fungizona). a los
quirdfancs, para gue las muesiras bioldgicas se deposilaran en el bansporie adecuado, con
indicaciones de ser enviados ai laboratorio de gensética del Instituto lo mas pronto posible, en
caso de no ser mandada de inmediato la muestra se pidio que se mantuviera a temperatura
ambiente, para preservar las caracteristicas de vida de las células.

Se hizo ia solicilud de eliguelar con el nombre del paciente, fecha, hora de i3 colecia, colector y
el origen de la biopsia o tejido, ademas de la indicacion por la cual se referia al iaboratorio de

Genética.
4.3 Proceso de ia muestra bioiégica en el iaboratorio.
El registro de la muestra se llevaba a cabo por los médicos genetistas o la persona que llevaba

la muestra al laboratorio, los tubos de la muestra se manejaban en un area estéril, o campana

de fiujc laminar vertical, para proteger los cuilivos de conlaminacion, se coloco la muestra
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biolégica en cajas de “petri” estériles de 60 X 10 mm de poliestireno desechables para observar
al microscopio de diseccion y se etiquetaron las cajas que corresponderan a cada tubo o
muestra, dependiendo de si hay mas de un tubo, muestra o tejido, se abri6 una hoja de
seguimiento del cultivo, para cada muestra enviada, bajo el microscopio de diseccion se

selecciono la parte de donde se tomaron las células para cultivo.
4.4 Cultivos de células.

Todo el manejo se hizo en la campana de flujo laminar vertical o estéril, desde el corte del
tejido seleccionado para cultivo, y el deposito en una caja de “petri” de 35 x 10 mm de
poliestireno desechable estéril, para ser lavado a profundidad con solucion salina isotonica
estéril, eliminando todas las células sanguineas, o residuos que representaran competencia en
nutrientes y oxigeno.

Se realizaron cortes finos de menos de 1 mm? aproximadamente en forma tajante por medio de
2 bisturis, se fragmentd finamente el tejido en cuestion y se tuvo el cuidado de no rasgarlo,
pues las fibras impiden la adecuada adherencia a la superficie de cultivo, se pipetearon en la
misma solucién los explantes para liberar a las células.

En 2 botellas para cultivo se depositaron un promedio de 10 fragmentos por caja, colocando
previamenite un bafio de medio de cultivo en el fondo de la botella, y desechando el excedente,
aproximadamente 2-3 mililitros, se colocaron los explantes con ayuda de una pipeta de vidrio o
plastico estéril, distribuyéndolos uniformemente en el fondo, y se utilizé el mismo método con un
tejido que fuera diferente de la misma muestra del producto de pérdida gestacional, si se tenia
disponible para poder confirmar o desechar un mosaico, o por contaminacion de células
maternas.

Se agreg6 el MEM de cultivo suplementado necesario (100 mililitros de medio de cultivo MEM
mas 22 mililitros de suero fetal bovino, mas 1 mililitro de L-Glutamina, mas 1 mililitro de
penicilina G sodica, sulfato de estreptomicina anfotericina B .como fungizona marca Gibco) para
que los explantes no flotaran, y asi dar oportunidad a las células liberadas de adherirse al
fondo sin dificultad.

Los frascos de cultivo e colocaron en forma horizontal sobre las charolas estériles y se

mantuvieron dentro de la incubadora, a 37° C con 5% de CO;_
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Bajo el microscopio invertido cada frasco de cultivo fue observado, para verificar que los
explantes se encontraran adheridos al fondo del frasco llevar a la incubadora sin moverlos de
ahi por lo menos 24 — 48 horas.

Después fueron revisadas bajo el microscopio invertido cada 24 horas para que se detectara si

los explantes ya habian liberado células vivas.
4.5 Mantenimiento de los cultivos.

Cada 24 — 48 horas se revisaron bajo el microscopio invertido si las células estaban liberadas
y adheridas alrededor de los explantes, y si no habia contaminacion.

Al encontrar células adheridas en por lo menos tres explantes, se adiciono 1 o 2 mililitros de
medio de cultivo (preparado como se explico arriba) para alimentarlas.

Cuando habia suficientes células en cada explante, se llevaba hasta 5 mililitros la cantidad de
medio de cultivo por botella.

Los cambios de medio de cultivo se hicieron dos veces por semana renovando el aminoacido
L-glutamina cada 8 dias en el medio de cultivo.

" Se evit6 el goteo en las charolas que contenian los frascos de cultivo y se cambiaron una vez

por semana (esto evita la contaminacién por el ambiente).

4.6 Subcultivos.

Se seleccionaron las botellas para subcultivar bajo el microscopio invertido, con los criterios
siguientes: tres o mas explantes con células liberadas a su alrededor, y adheridas al fondo, que
no se observaran en mal estado, vacuoladas o en forma diferente al huso caracteristico de los
fibroblastos, se lavaron con 3 mililitros de solucion estéril de Hanks , que posteriormente se
desecho, se agreg6é un mililitro de tripsina a todo el fondo de la botella distribuyéndolo
uniformemente, para observar al microscopio invertido la accion de la tripsina golpeando
suavemente el fondo en caso necesario para ayudar a que se desprendieran las células.

Al observar suficientes células liberadas, se agregaron tres mililitros de MEM de cultivo
suplementado, para detener la accion de la tripsina por medio del suero fetal bovino adicionado
en el medio, se decantd en un tubo de centrifuga conico estéril de 15 mililitros, y se centrifugd a

1000 rpm por 10 minutos.
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Se agregaron nuevamente 5 mililitros de MEM de cultivo suplementado a la botella, para su
regreso a la incubadora en caso de respaldo o necesidad de un nuevo subcultivo confirmatorio,
se desecho el sobrenadante con tripsina del tubo de ensaye centrifugado con ayuda de una
pipeta sin tocar el paquete celular, y se agregé medio suficiente para obtener una concentracion
de 30 células aproximadamente por campo bajo el microscopio invertido, se resuspendio el
boton celular.

Se depositaron las células resuspendidas y disgregadas en cajas de “petri” de 35 X 10
milimetros de poliestireno que contenian un cubreobjetos de 22 X 22 milimetros estériles, sin
rebasar éste, aproximadamente 0.5 mililitro por caja, y se verificaron al microscopio invertido la
concentracion de células teniendo cuidado de no derramar el liquido fuera del cubreobjetos, se
procurd tener un promedio de 3 a 5 cajitas por botella para poder probar al cosechar y al
bandear.

- Si habia células adheridas al revisar al microscopio invertido durante los siguientes tres dias,
se agregaban 3 mililitros de medio suplementado, se revisé cada dia el crecimiento y estado
del cultivo.

Al contar al microscopio invertido-de 3 a 5 metafases (puntos refringentes) por campo a 10X, se

marcaban para cosecharlas al dia siguiente.
4.7 Obtencion de metafases.

Se prepard fijador suficiente para hacer 3 cambios por caja, con 5 partes de alcohol metilico
(CH3-OH) y 2 de acido acético (CH3;-COOH) y se mantuvo frio en 2 o 3 recipientes de vidrio con
tapén, posteriormente se agregé 1 mililitro de colcemida al 50% diluida en Hanks" con jeringa y
aguja de 27G X 13 mm a cada una de las cajas y se incubd por 20 minutos a 37°C.

Después de éste tiempo se deseché el medio con la colcemida y se agregaron 3 mililitros de
solucion hipoténica de KCL (0.085%) poco a poco por las paredes de la caja, dejandolas media
hora en la incubadora a 37°C, para posteriormente sobre una mesa fija agregar un mililitro de
fijador (5:3) como pre-fijacion, por 10 minutos a temperatura ambiente y de ahi en adelante no
se movieron las cajas, para desechar cada cambio se utilizd un pipeteador automéatico
cuidando de hacerlo suavemente, para no desprender las metafases, para cada cambio se
agregaron 3 mililitros de fijador frio suavemente (permanecieron durante la cosecha en el
congelador) por cada caja dejando pasar 10 minutos entre cada cambio y realizando 3 cambios

en total.
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En el dltimo cambio se retir6 todo el fijador y se observé bajo el microscopio invertido durante el
secado que debid ser gradual y fue necesario en ocasiones utilizar aire y/o vapor hasta que se
observaron los cromosomas visibles y separados.

Al desprender el cubreobjetos del fondo de la cajita se etiquetd en el reverso, y se deposito en
la parte externa de la tapa de la caja de petri, se cubri6 con la base de la misma caja, se
etiqueté nuevamente la caja con la calidad y, o cantidad de las metafases que contenia cada

cubreobjetos, se sometieron a maduracion por 24 horas a 60° centigrados.

4.8 Obtencion de bandas GTG.

Se colocaron los cubreobjetos en una solucion de tripsina al 4% en solucion amortiguadora de
fosfatos con pH 7.0 (en nuestro caso con una tableta de pH 7.2 mas un gramo de NaCl en 1000
mL de agua bidestilada) de 1 minuto con 30 segundos hasta 2 minutos con treinta segundos,
tiempo que debié ajustarse en cada caso.

Se enjuagd en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0 y se pasé a solucion amortiguadora
de fosfatos pH 7.0 por 1 minuto (en nuestro caso con una pastilla de pH 7.0 en 1000 mL de
agua bidestilada).

La tincion se hizo en una solucién amortiguadora de fosfatos de pH 6.8, (con una tableta de pH
6.8 en 1000 mL de agua bidestilada) con colorante GIEMSA al 4%, por un periodo que varia de
1 minuto con 30 segundos a 2 minutos.

Se enjuagaron los cubreobjetos en agua corriente en un ultimo recipiente y se pusieron a secar,
para posteriormente montarlos en un portaobjetos con resina, para ser analizados al

microscopio optico.
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5. Resultados.

Los resultados de 75 muestras de pérdidas gestacionales obtenidas durante el periodo de
enero de 1997 a diciembre de 1998 en el laboratorio de genética del Instituto Nacional de
Perinatologia, correspondieron a 56 casos con resultado en <ariotipo, representando el 74.6%,
dentro de los cuales 15 presentan anormalidades cromosémicas correspondiente al 26.78%,
con un 25.33% sin resultado por cariotipo, debido a las condiciones del tejido.

El nimero de trisomias y monosomias se presentaron en igual nimero de casos (Tabla Il) la
trisomia 16 en tres casos, y la monosomia del cromosoma “X” también en tres casos, dos
casos de trisomia 13, un caso de trisomia 21, y cuatro casos de translocaciones en autosomas,
correspondiendo a: 45XX,der(13)t(13;18)(p11;q11), 46,XY,1(6;18)(q21;q11.2), 46,XX,
t(1;14)(p36.3;24.3), y por ultimo 46,XX, t(12;13)(q24.1;,912), una tetrasomia en mosaico
92 XXXX/46,XX, ademas de una trisomia trece en mosaico, 46,XY/47,XY,+13.

De los casos con anormalidades, 11 son aneuploidias, de las cuales 73.33% son en autosomas
y 26.66% en cromosomas sexuales.

En autosomas 46.66% se localizan en cromosomas acrocéntricos, y unicamente el cromosoma
16 tiene 3 casos, representando el 20% de las anormalidades.

Dentro de los autosomas el cromosoma 13 tiene la mayor frecuencia de las anormalidades
cromosomicas tanto numéricas como estructurales con 5 casos y un tercio del total.

La frecuencia de monosomia del cromosoma “X’, corresponde a lo reportado en la literatura
(Cremer y Cremer , 2001, Zori, 1993).

La trisomia 16, no representa la principal trisomia en la presente muestra.

Dentro de las aneuploidias en autosomas se encuentra una proporcion muy diferente entre los
sexos con 6 casos masculinos, representando el 85.7%, y con un solo caso entre los femeninos
representando el 14.3%.

En cuanto a las aneuploidias en cromosomas sexuales, sélo se presentaron en el cromosoma

“X", con 4 casos.
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N° Edad

materna SDG
1 a %
2 5 -
3 - terminus
4 39 30.5
5 35 23.1
6 30 36.4
7 37 21.3
8 . =
9 39 36.4/37.1
10 38 36.3
1 - -
12 19 28
12.2 por
13 26 fif
14 36.2 terminus
15 38 12

SDG —semanas de gestacion

TABLAII
Indicacion

Aborto

Dx, Sx. De Turner en mosaico

Pb. Sx. De Edward's

Ciclope en L :A : aborto

espontaneo G3 P1, A1, A+1999

Obito, hidrops + higroma
quistico gigante, G5, P4, A+

Pb. SX. De Edward's, G4, P1,
C1, A+, Gemelar 2° masculino,
Facies Potter, pie equinovaro
bilateral
Hidrops fetalis, higroma
quistico, muerte fetal, G5,
P4.A1, AB+

RCIU fetal/EMA, sexo
indeterminado,
malformaciones,
G1, C1, A+

Con alteracion cardiaca, Sx
dismérfico, Triple marcador
alterado, G1, C1, 1999

2 Abortos previos

Hidrops fetalis, piel de feto

Aborto, madre portadora de
translocacion (12;13) G5,A5,
0+1999.

Polihidramnios, hidrops fetalis,
Pb Trisomia 21

Aborto

Citogenética
47 XY, +16

45,X

47 XX, +13

45,XX,der(13)t(13:18)(p11;q11),-18

Turner 45,X

46,XY,1(6;18)(q21:911.2)

Turner 45,X

46,XX,1(1;14)(p36.3:924.3)

mos 46,XY/47XY,+13

47,XY,+13

47,XY,+16

mos 92,XXXX (15)/46,XX(15)

46,XX,(12;13)(q24.1;q12)

47,XY,+21

47XY,+16
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TABLA Il ANORMALIDADES CROMOSOMICAS TOTALES

- ANORMALIDADES CROMOSOMICAS TOTALES 15 100%

ANEUPLOIDIAS 11 73.33%
ESTRUCTURALES 4 26.66%

TABLA IV PORCENTAJE ENTRE NORMALES Y SEXO

NORMALES FEMENINO MASCULINO "
NUMERO 32 8
PORCENTAJE 80% 20%

N° TOTAL 40
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TABLA V ANEUPLOIDIAS

TABLA IV.- Aneuploidias en cromosomas sexuales y autosémas que se presentaron en
los productos de pérdida gestacional.

AUTOSOMAS M F _‘CROMOSOMAS SEXUALES M E
47 XY ,+16 3 - = = .
47 XY,+13 1 - 45X - 3
47 XX, +13 - 1 - 3 =
47 XY,+21 1 - s . -

TOTAL 6 1 : : 4
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Foto 1. Trisomia 16 con complemento cromosGmico XY
correspondiente al 1
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Foto 2. Se muestra un solo X o que indica Sindrome
de Turner comespondiente al caso §
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13 con complemento

cromosomico XY, correspondiente al caso 10

Foto 3. Se muestra msomia
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Foto 6. Translocacion 46, XX, t(1,14)(p36.3,g24 3)
correspondiente al caso 8
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Foto 7. Translocacion 46, XX, t(12,13)(q24.1.q12),
correspondiente al caso 13,
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18

Foto 8 de Translocacion 46,XX,t(6;18)(q21;q11.2)
Correspondiente al caso N° 6
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13
112

13 normal 18 normal der 13

Ideograma de translocacion 45,XX, der(13)t(13;18)(p11;q11) , -18
correspondiente al caso 4
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6. Discusion

El hospital del INPer por ser de tercer nivel, concentra casos muy especializados de mujeres
con embarazo de alto riesgo, entre ellos estan los de riesgo genético. (Mishell, 1993, Wilcox y
col., 1998, Katz y kuller, 1994, Pellicer, 1999, Tsunehisa y col., 1992).

Todas las muestras son de tejido, provenientes de productos de pérdida gestacional, y fueron
analizadas para investigar una posible causa de origen cromosémico.

La trisomia 16 en el presente trabajo se encontré en una proporcién de 20%, semejante a lo
reportado en la literatura, 20% del total de las anormalidades cromosdémicas en abortos
espontaneos tempranos, y el 15% de todas las anormalidades cromosémicas, es letal si no esta
en forma de mosaico, esto se debe en parte a la incompatibilidad con el desarrollo fetal
completo, algunos autores han informado su presencia en placenta en forma de mosaico en un
3% (Ledbetter y col., 1992, Henderson, 1996; www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic).

Craine & Chung en 1998, informaron que la presencia de ésta trisomia se encuentra limitada a
la placenta en muchos casos, debido a un fendmeno de no-disyuncién, que la confina a los
tejidos extraembrionarios, si esto sucede pueden pasar dos cosas, primero: continuar el
embarazo con la desaparicion de los tejidos placentarios de la linea anormal trisomica (Sirchia y
col., 1998, Los y col., 1998) lo cual puede ser confirmado al no encontrarse la trisomia en la
placenta de término, y el examen patolégico sélo revela partes infartadas o nddulos fibrosos, el
segundo efecto seria la permanencia de la trisomia que puede provocar el aborto debido al
desarrollo deficiente de la vascularizacion placentaria y a un aumento del indice apoptoético.
(Qumsiveh y cols ., 2000).

Por esto mismo existen reportes de trisomia 16, en forma de mosaico solo en vellosidades
coriales, o “confinada a placenta”, que raramente se confirma en liquido amniético o en
fibroblastos de piel del feto después del nacimiento.

Esto explicaria por qué la mayoria de los embarazos de trisomia 16 se pierden alrededor de las
12 semanas de gestacion y solo cerca del 10% logran hacer la reduccion a disomia o el llamado
‘rescate trisomico”, por medio de la eliminacion del cromosoma que se encuentra
adicionalmente 'y que puede dejar una disomia uniparental en potencia
(www.medgen.ubc.ca/wrobinson/mosaic) continuando al segundo trimestre de la gestacion.
(Berghella y col., 1998, Sirchia y col., 1998).
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En este estudio se observaron tres casos del total de 15 con trisomia completa del cromosoma
16, productos que se perdieron durante el primer trimestre de gestacion y que fueron los tres
masculinos.

El porcentaje de la AC, tanto numéricas como estructurales es semejante a lo reportado en la
literatura, aun cuando el tamafio de la muestra es menor a el esperado (menos de 100 casos)
como representativo.

Continuar con ésta técnica el estudio de las pérdidas gestacionales, debe hacerse tomando en
consideracion que recabar los datos completos para un analisis como son: edad materna,
semanas de gestacion, antecedentes familiares, (arbol genealdgico, cariotipo de los
progenitores), y estudiar mas de un tejido para descartar completamente algin tipo de
mosaicismo dependiendo del diagnostico y el caso (confinado a placenta u otro confinado a piel
por ejemplo), sera necesario para confirmar en nuestra poblacion la incidencia de AC.

Es importante tomar en consideracion que: la toma de la muestra, el medio de transporte, asi
como el tiempo transcurrido entre la toma de muestra y la siembra, son factores importantes
para el éxito del cultivo, en general las condiciones previas al cultivo resaltan como
determinantes para obtener un resultado satisfactorio.

Las causas principales de la falla en el cultivo son: la contaminacién, tanto materna, como por
microorganismos, debido al mal manejo de la muestra (temperatura, medio de transporte, etc.)
dando como resultado células contaminadas, muertas o inadecuadas para reproducirse, con
resultados erréneos.

El cultivo de tejidos proveniente de vellosidades coriales demostré ser una técnica confiable
para el analisis citogenético (Brambati y col., 1998, Borrel y col., 2000, van den Berg y col.,
2000, Sikkema-Raddatz y col., 2000, Mcconnel y Carr, 1975, Eiben y col., 1998) y se establecié
como una técnica de diagndstico genético en la pérdida gestacional.

Se sugiere que los estudios citogenéticos contemplen el uso de técnicas de analisis molecular,
pues la aplicacion de ambos puede proporcionar mas informacién sobre la causa de los abortos
con un cariotipo aparentemente normal. (Bell y col., 1999, Kalousek y Barrett, 1994).

Los casos con resultado normal muestran una diferencia entre los sexos muy grande, que
también se reporta en la literatura, tabla IV (80% /20% ) que pueden ser descartadas en
parte por medio de polimorfismos maternos (Stern y col. 1996, Tho y Donough, 1998, Bell y col.
1999, Wolf y Hoger, 1995).
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7. Conclusiones

Se cumplié con el objetivo de establecer el método de cultivo de tejidos en el laboratorio de
 Genética del Instituto Nacional de Perinatologia, el éxito en el cultivo de los tejidos provenientes
de las pérdidas gestacionales fue de 74.66%.

El porcentaje de anormalidades tanto estructurales como numéricas es semejante a lo
reportado en la literatura.

El establecimiento de los datos, como son: edad materna, semanas de gestacion, antecedentes
familiares, diagnostico de la muestra, asi como el cariotipo parental, es necesario para tener
una mejor documentacion del caso durante el analisis de los resultados.

El estudiar mas de un tejido es reportado en la literatura como necesario para descartar
completamente algun tipo de mosaicismo, como el confinado a la placenta.

Es muy importante tomar en consideracion que: la toma de muestra, el medio de transporte, asi
como el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y la siembra, son factores importantes
para el éxito del cultivo.

Por lo tanto las causas principales de fracaso en el cultivo son: contaminacién por
microorganismos, 0 materna, mal manejo de la muestra, transporte en un medio inadecuado
como alcohol o formol, temperatura inadecuada como la refrigeracién o la congelacion, dando
como resultado células muertas o contaminadas inadecuadas para el cultivo de fibroblastos o
simplemente para reproducirse.

El cultivo de tejidos proveniente de pérdidas gestacionales es una técnica confiable de analisis
citogenético (Brambati,y col. 1998; Borrel y col., 1999; Van den Berg y col., 2000; Sikkema-
Raddatz y col., 2000; McConnell C., 1975; Eiben y col., 1998) por lo cual fue establecido como
una técnica de diagnéstico confiable en el laboratorio de Genética del Instituto Nacional de
Perinatologia.

Es posible aplicar técnicas de analisis molecular que proporcionen mayor informacién sobre la
causa de la pérdida gestacional con un cariotipo normal (Bell y col., 1999; Kalousek, Barrett,
1994)

La obtencién de un resultado por medio de ésta técnica se convierte en una herramienta muy
importante para apoyar el asesoramiento genético de la pareja con problemas genéticos para la

concepcion.
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