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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1. Alteraciones cromosomicas

Las ceélulas somaticas humanas normalmente tienen un complemento
cromosomico diploide, que consta de 22 pares de autosomas y un par de
cromosomas sexuales. Las células sexuales normales tienen complemento
haploide, constituido por 22 autosomas y un cromosoma sexual, ya sea X 0 Y.
La variacion en el niumero cromosdémico asi como en la estructura, en general
resulta en anomalias clinicas y retraso mental. Los sindromes cromosdmicos
estan asociados con anomalias cromosomicas especificas (Luthardt y Keitges,
2001).

1.1.1. Clasificacion

Las anomalias cromosémicas se clasifican en dos grupos principales en
funcién de la cantidad de material cromosémico involucrado. Si las alteraciones
involucran cromosomas completos, se denominan anomalias numéricas, en
cambio, si so6lo son afectados segmentos, se denominan anomalias

estructurales (Luthardt y Keitges, 2001).

Las anomalias cromosémicas numéricas se dividen de acuerdo a la cantidad
de cromosomas implicados en la alteracion. Un complemento cromosémico con
nuamero diferente de 46 en células somaticas y 23 en células sexuales, se
denomina heteroploidia, si el nimero cromosdémico es multiplo exacto del
nuamero haploide la alteracion se denomina euploidia o poliploidia, en cambio
si el numero cromosémico no es multiplo exacto del numero haploide la
alteracion se denomina aneuploidia (Nussbaum, et. al., 2007).
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Las aneuploidias a su vez se clasifican en funcién del tipo de cromosoma
involucrado en autosémicas y sexuales. Las aneuploidias autosémicas mas
frecuentes son las trisomias, en las cuales hay un autosoma adicional. Las
aneuploidias de los cromosomas sexuales se presentan a manera de trisomias,
monosomias y polisomias. Las euploidias que poseen un complemento
haploide extra se denominan triploidias y las que poseen dos complementos
haploides extras se denominan tetraploidias. Los casos con triploidia y
tetraploidia son observados ocasionalmente en recién nacidos, ya que son

incompatibles con la vida (Lam y Mueller, 2002).

Las anomalias cromosomicas estructurales resultan de la ruptura de uno o mas
cromosomas. Si s6lo un cromosoma esta involucrado el resultado sera una
delecion (pérdida de material), duplicacién (ganancia de material) o inversién
(rearreglo de material). Las deleciones de ambos extremos de un cromosoma

pueden generar cromosomas en forma de anillo (Lam y Mueller, 2002).

Una delecion junto con una duplicaciéon simultanea pueden llevar a la formacion
de un isocromosoma, que es un cromosoma con dos brazos cortos o dos
largos. Cuando la ruptura involucra mas de un cromosoma el resultado puede
ser una translocacion, la cual es un intercambio de material entre dos
cromosomas. Esta puede estar balanceada si no hay pérdida del material o no
balanceada si hay pérdida de material. Las deleciones y las duplicaciones
usualmente estan asociadas con un fenotipo anormal debido al desbalance de

material cromosomico (Lam y Mueller, 2002).

La figura 1 resume la clasificacion de las anomalias cromosdmicas y muestra la
division entre anomalias numéricas y estructurales asi como las

subclasificaciones y variantes principales.
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Figura 1 | Clasificaciéon de anomalias cromosémicas. Con informacion de Nussbaum, et. al., 2007
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1.1.2. Nomenclatura de las anomalias cromosdmicas

La identificacion de los cromosomas esta basada en la localizacion del
centromero o constriccion primaria que divide al cromosoma en brazo corto “p”
y brazo largo “q”. El centromero es esencial para la segregacién correcta de los
cromosomas durante la division celular. La replicacion de DNA previa a la
division celular asegura que cada cromosoma conste de dos cromatidas
hermanas idénticas unidas por el centromero. Los cromosomas son
examinados tipicamente en metafase, cuando la condensacién es mayor y las
cromatidas hermanas aparecen fusionadas. Con un método de tincion se
produce un patron de bandas esencial para la identificacion cromosémica
individual y de los rearreglos estructurales entre los cromosomas. Cada banda
y sub-banda tienen un numero asignado que identifica el brazo del cromosoma
y la regiébn con un numero especifico asignado mediante el sistema
internacional para la nomenclatura citogenética humana (ISCN), el cual indica
una nomenclatura estdndar desarrollada para describir las anormalidades
encontradas en cromosomas humanos (Cook, D J. 2008; Luthardt y Keitges,
2001).

Las bases para la interpretacién de cariotipos fueron establecidas en 1960
durante el congreso de Denver, cuando se propuso el primer sistema
estandarizado para la nomenclatura citogenética humana, el cual fue
enriquecido a lo largo de los afnos mediante los avances tecnoldgicos para la
identificaciéon cromosomica y en 1978 fue documentado en el ISCN, el cual
incluia todas las contribuciones a la nomenclatura de los diferentes congresos
realizados y se ha actualizado con la inclusién de la nomenclatura de alta
resolucién, el sistema de nomenclatura especifica para la citogenética del
cancer y la nomenclatura especifica para la hibridacion in situ (Shaffer y
Tommerup, ISCN, 2005). El siguiente cuadro muestra algunas abreviaturas de

uso frecuente asi como su aplicacion al reportar un cariotipo.
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Cuadro 1 | Nomenclatura basica para anomalias cromosémicas

Abr. Significado Ejemplo Descripcion
46,XX Cariotipo femenino normal
46,XY Cariotipo masculino normal

del Delecion 46,XX,del(5)(q13) Delecion terminal desde la banda 5q13

dup  Duplicacion 46,XX,dup(1)(g22925) Duplicacién directa del segmento entre las bandas 1922 y 1925

i Isocromosoma 46,XX,i(17)(q10) Un isocromosoma para el brazo largo completo del cromosoma 17,
el punto de ruptura es en 1710 (centromero).

inc Cariotipo incompleto 46,XX,del(1)(g21),inc Existen aberraciones no identificables ademas de la deleci6n del
brazo largo del cromosoma 1 a partir de la banda 1921

ins Insercion 46,XX,ins(2)(p13921g31) Insercion directa, el segmento del brazo largo del cromosoma 2
entre las bandas g21 y 31 se ha insertado en su brazo corto en la
banda p13

inv Inversién 46,XX,inv(3)(g21926.2) Inversidn paracéntrica en la cual la ruptura y unién ocurren en las
bandas 3g21 y 3926.2

- Pérdida 45)Y,—X Un cariotipo de tumor en un hombre con pérdida del cromosoma X

mos  Mosaico 47 XY,+21[12]/46,XY[18] Un cariotipo con mosaico con dos lineas celulares, la primera
representada por 12 células con trisomia 21 y la segunda es una
linea celular normal representada por 18 células

p Brazo corto de un cromosoma

+ Ganancia 47 ,XX,+18 Un cariotipo con trisomia 18

q Brazo largo de un cromosoma

? Identificacién cuestionable de un 47,XX,+?13 Un cromosoma adicional, probablemente el No. 13

cromosoma o] estructura
cromosomica

r Cromosoma en anillo 46,XX,r(7)(p22936) Cromosoma en anillo en el que la ruptura y unién han ocurrido en
las bandas 7p22 y 7936 con delecion de los segmentos distales

rob Translocacion Robertsoniana 45,XX,rob(13;21)(q10;910) La ruptura y unién ocurren en la banda 1310 y la banda 21g10

t

Translocacion

46,XY,1(2;5)(921;931)

con pérdida de los brazos cortos del los cromosomas 13 y 21
Ruptura y unién en las bandas 2921 y 5931, los segmentos
distales a estas bandas fueron intercambiados

Abr.: abreviatura
Con datos de Shaffer y Tommerup, ISCN 2005, 2005
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1.1.3. Mecanismos de produccion de las anomalias cromosomicas

La mitosis y la meiosis son los mecanismos fundamentales para mantener el
crecimiento normal y la reproduccion de células germinales y somaticas. La
mitosis es el proceso a través del cual se replican las células somaticas
normales y produce células hijas que son idénticas a la célula diploide de la
que provienen (Moore y Best, 2007). La meiosis es la divisién celular que
produce gametos haploides a partir de células progenitoras diploides y ocurre
exclusivamente en las células germinales del tejido gonadal (Hunt y Hassold,
2008).

La reproduccion sexual implica la fusién de évulos y espermatozoides, las
cuales son células haploides, para producir un cigoto diploide. Los
complementos haploides de informacion genética se recombinan mediante
entrecruzamiento, proceso que implica el intercambio reciproco de segmentos
entre cromosomas homologos debido a la ruptura y unién de sus cromatidas
hermanas (Kohli y Hartsuiker, 2008).

Para evitar un numero de copias doble de los cromosomas en generaciones
sucesivas debe haber una reduccion en el niumero de copias cromosémicas
durante la produccién de gametos. La meiosis es una modificacion del ciclo
celular mitético que cumple con esta funcion. La reduccion del ndmero de
copias se obtiene al existir un ciclo de replicacion de DNA y posteriormente dos
ciclos de segregacién cromosdmica. La primera segregacion ocurre en la fase
de division celular denominada meiosis | (Ml), se denomina reduccional porque
el numero cromosomico se reduce a la mitad, el conjunto cromosdémico pasa de
ser diploide a haploide después del entrecruzamiento que ocurre en la profase
|, mediante la segregacion de cromosomas homélogos, distintos a los paternos,
hacia polos opuestos durante la anafase I. La segunda segregacion, ocurre en
la segunda fase de division celular denominada meiosis Il (MIl), es denominada
ecuacional debido a que parece dividir los cromosomas a la mitad pues las
cromatidas hermanas de cada cromosoma migran hacia polos opuestos de

forma similar a una mitosis (Bishop, 2006).
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La meiosis es un proceso altamente propenso a errores, con efectos profundos
en las células germinales y el desarrollo del embrion (Cimini y Degrassi, 2005).
La fertilizacién debe generar un cigoto con 46 cromosomas a fin de mantener el
numero adecuado de cromosomas de una generacion celular a la siguiente
(Cimini, Degrassi, 2005 y Vogt et. al., 2008), sin embargo, debido a errores en
la segregacion de los cromosomas durante la meiosis (Ml'y Mll) y en la division
mitética temprana, un gran numero de concepciones humanas tiene un
complemento cromosoémico anormal que resulta deletéreo sobre todo si hay
pérdida de material cromosémico, mas que si hay un excedente (Fryns y
Prosper, 2005). La segregacion no balanceada de cromosomas es denominada
no disyuncion y genera anomalias numéricas tanto en células germinales como

en tejidos somaticos (Luthardt y Keitges, 2001).

Estudios en humanos y ratones sugieren que pequeios cambios en la
expresion, asi como la inactivacidbn de genes que codifican para proteinas
especificas involucradas en la union cinetécoro — microtubulos, tales como
enzimas metabolicas, proteinas estructurales, proteinas de control mitético y
proteinas que corrigen el anclaje con el cinetécoro, asi como polimorfismos
genéticos, pueden estar implicados en la susceptibilidad a las fallas en la
segregacion in vivo (Cimini y Degrassi, 2005).

La recombinacién reciproca entre cromosomas homologos en meiosis
incrementa la diversidad genética, la formacién de quiasmas asegura que el
par de homdlogos permanezca junto hasta la metafase, lo que disminuye la
probabilidad de no disyuncién. La recombinacion juega un papel critico en la
regulacion de la segregacion cromosémica reduccional exacta; ademas de que
esta altamente regulada para asegurar que ocurra al menos un evento de
entrecruzamiento reciproco entre cada par de cromosomas homélogos (Bishop,
2006).

Estudios realizados desde hace mas de 15 afos han mostrado que si los
cromosomas son aquiasmaticos o si los entrecruzamientos estan situados muy
lejos 0 muy cerca del centrémero, las trisomias autosémicas ocurren con mayor
probabilidad. Los errores en MI paterna que involucran los cromosomas

-7-



Antecedentes

sexuales estan frecuentemente asociados con ausencia de recombinacion o
con recombinacion de los cromosomas X e Y fuera de la region
pseudoautosdémica con lo cual se produce translocacién de genes de Y a X
(Hall, et. al. 2006). Los eventos de recombinacion, entre otras condiciones
genéticas que conducen a rupturas cromosomicas, seguidas de reconstitucion
en una combinacibn andomala, favorecen la produccion de rearreglos
cromosomicos, tales como deleciones, duplicaciones o translocaciones, entre
otros (Moore y Best, 2007).

Existen sistemas para la reparaciéon del DNA que ademas de corregir la
mayoria de los errores ocurridos durante la replicaciéon corrigen el dafo
ocasionado por agentes fisicos y quimicos. Los sistemas de control del ciclo
celular previenen que la célula entre a mitosis o meiosis, hasta que las enzimas
de reparacion de DNA hayan corregido el apareamiento inadecuado o el dafo
en el genoma (Moore y Best, 2007). La mayoria de los células diploides
generadas después la fecundacion con errores en la recombinacién que no
fueron reparadas, son rapidamente eliminadas durante el desarrollo postnatal
temprano, sin embargo, un pequefno grupo evade los sistemas de control de
dano al DNA, esto se manifiesta como concepciones con anomalias
cromosoémicas que son viables en funcion de la letalidad de las aberraciones
(Wang y H66g, 2006).

Cuando los sistemas de control del ciclo celular fallan y las células con errores
en el DNA entran a mitosis 0 meiosis, las células resultantes presentan
anomalias cromosomicas estructurales (Moore y Best, 2007) también
denominadas aneuploidias segmentales dado que el nimero de copias de los
segmentos involucrados en los rearreglos cromosdmicos, en relacién al resto
del complemento cromosomico, deja de ser multiplo del numero haploide (Geigl
et. al., 2008).

Los rearreglos cromosdmicos son considerados balaceados si no hay pérdida o
ganancia neta de material cromosdémico, aun si la posicion de los segmentos
homologos en los cromosomas ha sido cambiada, en contraste si existe

pérdida o ganancia de material cromosdmico en el proceso del rearreglo, se

-8-
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dice que éste esta no balanceado. Las anomalias cromosdmicas estructurales
que estan presentes desde la concepcion afectan cada célula y son llamadas
constitutivas, las que ocurren después del nacimiento son denominadas
adquiridas y generalmente coexisten con una linea celular normal (Robinson y
McFadden, 2002).

Las anormalidades estructurales pueden ser heredadas como productos no
balanceados de una translocacion balanceada reciproca de uno de los padres
0 como rearreglos de novo, es decir, los padres tiene cariotipos aparentemente
normales. El riesgo de los padres portadores de tener descendencia con un
cariotipo no balanceado depende de los puntos de ruptura y en cuanto al
tamano del material genético involucrado en la translocacién, en general entre
menor sea la extensién del desbalance hay mayor probabilidad de que el
producto sobreviva (Fryns y Prosper, 2005).

La generacion de productos no balanceados por padres con translocaciones
balanceadas puede deberse a deleciones o duplicaciones submicroscopicas en
los puntos de ruptura, también debido a cambios funcionales en los genes
cercanos a los puntos de ruptura que afectan regiones regulatorias. En un
portador balanceado heterocigoto, sélo puede evidenciarse el problema
fenotipicamente si se presenta infertilidad, abortos espontaneos o hijos con
anomalias congénitas. (Robinson y McFadden, 2002). Los mecanismos
posibles del origen de novo involucran rearreglos cromosémicos durante la
meiosis, lo cual produce gametos con desbalances cromosomicos (Fryns y
Prosper, 2005).

Méas del 50% de nuestro genoma esta formado de elementos de DNA
repetitivos, clasificados segun su tamafo, numero de copias, mecanismo de
dispersion etc. (IHGSC, 2001). Entre ellos estan las duplicaciones segmentales
(SD), las cuales son una clase de elementos repetidos con bajo numero de
copias (LCR) que constituyen alrededor del 5% de nuestro genoma, estan
ubicadas en ciertas regiones del genoma humano y tienen un rango de 1 - 400
kb (Shaikh et al., 2001; IHGSC, 2001).
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Existen dos clases de SD, las duplicaciones intercromosdmicas, que estan en
regiones pericentroméricas y subteloméricas de cromosomas no homologos y
las duplicaciones intracromosémicas, encontradas en un solo cromosoma o
dentro de una sola banda cromosémica. Muchas duplicaciones segmentales
intracromosémicas han sido implicadas en rearreglos asociados con
enfermedades genéticas que incluyen deleciones, duplicaciones intersticiales,
translocaciones, inversiones y pequefios cromosomas marcadores. La
alineacion inadecuada seguida de recombinacion entre SD no alélicas en
cromosomas homoélogos ha sido propuesta como el mecanismo de estos

rearreglos (Emanuel et. al., 2006).

Los errores de la segregacion que ocurren durante las divisiones celulares
posteriores a la fecundacién generan mosaicismo, el cual consiste en la
presencia de diferentes lineas celulares, heteroploides y normales. Las células
anormales pueden ser confinadas a tejidos placentarios o presentarse tanto en
la placenta como en el feto (Robinson y McFadden, 2002). La no disyuncion
mitética ocurrida antes de la meiosis en la ovogénesis y espermatogénesis
puede generar mosaicismo en la linea germinal y resultar en un incremento de
la cantidad de 6vulos o espermatozoides con aneuploidia para cromosomas
especificos (Fryns y Prosper, 2005).

Origen parental

Las anomalias cromosomicas tienen diversos origenes, las trisomias tanto de
autosomas como de cromosomas sexuales ocurren no sélo a causa de errores
en meiosis materna o paterna, sino también en mitosis postcigéticas (Hassold
y Hunt, 2001). En el cuadro 2 se observa que la mayor proporcion de las
trisomias se deben a errores en meiosis, con excepcion de la trisomia para el
cromosoma 7 en la cual mas de la mitad de los casos se debe a errores en
mitosis. La proporcion de casos con origen en meiosis paterna es muy baja en
comparacién con los de origen en meiosis materna, en especial en meiosis |I.
En este cuadro se observan dos trisomias que involucran cromosomas
sexuales las cuales difieren notablemente en su origen, mientras que la

trisomia 47,XXY tiene una fuerte contribucion paterna (46% en MI), la trisomia
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47 ,XXX tiene origen en MI materna, el cual es semejante al de las trisomias de

los autosomas.

Cuadro 2 | El origen de las trisomias humanas

] ) Origen (%)
Trisomia No. de Paterno Materno Mitosis
casos Ty mmn MI Ml postcigotica
2 18 28 - 54 13 6
7 14 - - 17 26 57
15 34 - 15 76 9 -
16 104 - - 100 - -
18 143 - - 33 56 11
21 642 3 5 65 23 3
22 38 3 - 94 3 -
XXY 142 46 - 38 14 3
XXX 50 — 6 60 16 18

MI: meiosis |; MIl: meiosis Il
Adaptado de Hassold T. y Hunt P., 2001

Estudios de trisomias y monosomias sexuales han demostrado una amplia
variedad de origenes de aneuploidia. ElI cuadro 3 es un resumen de los
estudios del origen de las aneuploidias de los cromosomas sexuales, muestra
la proporcién de casos atribuible a meiosis | y Il, materna o paterna o errores
poscigéticos tempranos. Las 4 aneuploidias mas comunes de los cromosomas
sexuales son 47,XXX, 47,XXY, 47,XYY y 45,X. La trisomia 47,XXX es la unica
cuyo origen es similar al de las trisomias autosémicas, con predominancia en
errores maternos, sobre todo en meiosis |. En la trisomia 47,XXY cerca del
50% de los casos son debido a errores en Ml paterna, pues los errores de Ml
en la espermatogénesis generan gametos XX o YY (Thomas y Hassold, 2003).

La trisomia 47,XYY so6lo puede ocurrir por error en MIl paterna, ya que sélo en
ella se pueden generar gametos YY o por errores postcigoticos (Robinson y
Jacobs, 1999). Para la condicion 45,X es posible especificar el origen parental
del cromosoma sexual perdido pero no el estadio en el que esto ocurrid, en la

mayoria de los casos falta el cromosoma paterno (Hall et. al., 2006).

-11-
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Cuadro 3 | El origen de las aneuploidias de cromosomas sexuales

Materno Paterno
N Mi Mil MPC Desconocido Mi Mil MPC Desconocido
47, XXY 224 23.70% 14.20% 7.70% 3.40% 50.90% 0.00% 0.00% 0.00%
47, XYY 19 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 84.20%  15.80% 0.00%
47 XXX 50 58.00% 16.00% 14.00% 2.00% 0.00% 0.00% 4.00% 6.00%

45,X 93 25.80% 74.20%

MI: meiosis I, Mll: meiosis Il, N: nimero de casos analizados, MPC: mitosis postcigética.
Adaptado de Hall H., Hunt P. y Hassold T., 2006

-12 -
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El incremento de concepciones aneuploides con respecto al incremento de la
edad materna puede deberse a que el cambio que acompafa al envejecimiento
ovarico normal incrementa la tasa de errores meiéticos en el ovocito. Aunado al
envejecimiento biolégico de los ovarios hay declinaciéon tanto de la cantidad
total de ovocitos como del numero de foliculos antrales que maduran por ciclo,
ademdas hay cambio en los niveles de hormonas reproductivas circulantes
(Warburton, 2005).

La hipétesis de envejecimiento biolégico predice que la tasa de aneuploidia
debe incrementarse en mujeres con un conjunto de ovocitos reducido
prematuramente y que las mujeres con concepciones trisomicas deben mostrar
signos de envejecimiento ovarico temprano en comparacioén con mujeres de la
misma edad sin concepciones trisomicas (Warburton, 2005). El siguiente
cuadro muestra el riesgo para trisomias en funcién de la edad materna, en él
se observa claramente que el riesgo de concebir productos con trisomias se
incrementa con la edad materna.

Cuadro 4 | Riesgo para trisomias en funcion de la edad materna

Edad Trisomia
materna 21 18 13 XXX XXY Todas
35 1/245 1/840  1/2600 1/2500 1/2000 1/120
37 1/150 1/510  1/1600 1/1450 1/1250 1/80
40 1/70 1/230  1/700 1/700 1/555 1/40
44 1/20 1/70 1/220 1/275 1/185 117

Adaptado de Moore C. y Best R., 2007

Las anomalias de los cromosomas sexuales, las mutaciones puntuales
germinales de novo y los rearreglos estructurales se presentan principalmente
durante la espermatogénesis mas que durante la ovogénesis (Crow, 2001). A
pesar del riesgo para la salud del desarrollo embrionario y la descendencia,
poco se sabe acerca de la etiologia de las anomalias cromosdmicas con
etiologia paterna, sin embargo, la edad masculina parece ser un factor que
contribuye a esto. (Sloter et al., 2004).
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En las triploidias el complemento haploide extra puede provenir de cualquiera
de los dos progenitores, si proviene de la madre el origen es denominado
diginia y si proviene del padre se denomina diandria, (McFadden y Langlois,
2000). La mayoria de los casos con triploidias resultan de la fertilizacién de un
ovulo haploide con dos espermatozoides haploides (Luthardt y Keitges, 2001).
Los casos de tetraploidia ocurren en la mayoria de los casos por un error de
divisién posterior a la fertilizacion o bien de una fertilizacién trispérmica en un
ovulo (Robinson y McFadden, 2002),

Es posible que haya pérdida del complemento cromosdmico extra en una
concepcion triploide resultando en mosaicismo entre la linea celular triploide del
progenitor y las células diploides resultantes de la pérdida del complemento
cromosomico extra. Aunque el numero cromosdomico esté balanceado, las
células diploides pueden no estar balaceadas en términos de la contribucién
parental, asi es posible que ambos cromosomas de un par determinado deriven
de un solo padre, esta situacion es denominada disomia uniparental (Robinson
y McFadden, 2002).

1.1.4. Sindromes asociados a las anomalias cromosomicas

numéricas y estructurales

El impacto clinico y social de las anomalias cromosémicas es enorme, las
consecuencias fenotipicas dependen de su naturaleza especifica, del
desbalance en el genoma, los genes especificos afectados por la anomalia y la
probabilidad de transmision a la proxima generacién (Nussbaum, et. al., 2007).
Algunas de las consecuencias en la salud reproductiva de los errores en la
segregacion de los cromosomas son fallas en la implantacién del évulo
fecundado, abortos espontaneos, defectos congénitos y retraso mental
((Nussbaum, et. al. 2004; Moore y Best, 2007).

A continuacion se presenta una breve descripcion de los sindromes
relacionados con anomalias cromosémicas tanto numéricas como

estructurales.
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1.1.4.1 Anomalias numéricas

Monosomias

Todas las monosomias autosémicas son extremadamente raras, tanto en
nacidos vivos como en abortos debido a su letalidad. Las monosomias del
cromosoma X, tienen efectos deletéreos menores comparadas con las que
involucran autosomas, aun asi, el 99% las concepciones que las portan son

abortados (Fryns y Lukusa, 2005).

El mas importante y unico sindrome reportado en nacidos vivos causado por
una monosomia cromosémica sexual completa es la monosomia del
cromosoma X. Mas del 50% de los casos clésicos del sindrome de Turner son
debidos a la monosomia del cromosoma X, el resto de los casos se deben a
mosaicismo, deleciones, isocromosomas o cromosomas en anillo (Fryns y
Lukusa, 2005). Se sospecha que las concepciones que llegan a término tienen
cierto grado de mosaicismo con una linea celular normal no detectada (Fryns y
Lukusa, 2005).

Trisomias

El sindrome de Down es causado por trisomia 21, es la causa genética mas
comun de retraso mental. La region 21g22.2 estd asociada con las principales
caracteristicas del sindrome (Yahya-Graison et. al., 2007). El 80% de todas las
concepciones con trisomia 21 resultan en abortos espontaneos u Obitos. La
mayoria de los casos ocurren debido a eventos de no disyuncion, sin embargo,
4% estan asociados con translocaciones Robertsonianas no balanceadas que
involucran al cromosoma 21 en la regidon 21922; casi todas ocurren de novo.
Las mujeres portadoras tienen un riesgo del 10 al 15% de tener hijos con
sindrome de Down y en los hombres es menor al 5%. Los casos raros en los
que los padres son portadores de un isocromosoma 21/21 balanceado, tienen
un riesgo del 100% de tener descendencia con trisomia 21. En casos con
mosaicismo el riesgo es del 2%. Las familias con trisomia 21 recurrente son
raras. (Edman, 2003).
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La trisomia 13 ocasiona el sindrome de Patau, es la menos comun de las
trisomias autosdmicas compatibles con la vida, aproximadamente el 98% de
los casos resultan en abortos espontdneos y Obitos. Los nacidos vivos con
trisomia 13 mueren en el periodo neonatal. Aproximadamente el 80% de los
casos con trisomia 13 se deben a no disyuncién, alrededor del 20% de los
casos resultan de translocaciones Robertsonianas no balanceadas. Los
portadores de translocaciones Robertsonianas balanceadas 13/14 tienen
menos del 2% de riesgo de tener descendencia con trisomia 13 no balanceada.
Los casos de mosaicismo de trisomia 13 son raros y pueden estar asociados

con anomalias clinicas menos severas (Robinson y McFadden, 2002).

La trisomia 18 ocasiona el sindrome de Edwards. Es mas comdn en nacidos
vivos que la trisomia 13. La incidencia en concepciones es alta e incrementa
con la edad materna, pero cerca del 95% de las concepciones son abortadas
espontaneamente (Nussbaum, et. al., 2007). La supervivencia postnatal es
pobre y raramente es de mas de unos cuantos meses. Al menos el 60% de los
casos son femeninos. Muy pocos casos de mosaicismo han sido reportados.
Muchos rasgos caracteristicos de trisomia 18 han sido reportados en pacientes
con translocaciones no balanceadas que involucran todo o la mayor parte del
brazo largo del cromosoma 18. El riesgo de recurrencia para la trisomia 18
regular es de 1% (Robinson y McFadden, 2002).

Como un grupo, las aneuploidias de los cromosomas sexuales constituyen la
clase mas comun de anomalia cromosomica en nacidos vivos (Hall, et. al.,

2006). Las trisomias de los cromosomas sexuales mas comunes son:

a) El sindrome del triple X (47,XXX) que presenta fenotipo normal, en general
son fértiles, la mayoria tiene un coeficiente intelectual menor al promedio y
alrededor del 70% presentan algun problema de aprendizaje.

b) El sindrome de Klinefelter (47,XXY y sus variantes 48,XXXY y 49,XXXXY)
que no presenta anomalias clinicas sino hasta la pubertad cuando se
manifiesta hipogonadismo, ademas de esto son infértiles a menos que sean

mosaicos con una linea 46,XY.
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c) Los casos con cariotipo 47,XYY presentan muy pocas anomalias fisicas y
sblo algunos presentan disminucion en la fertilidad (Migeon y Pappas,
2007).

Poliploidias

Los casos observados de poliploidias son las triploidias y las tetraploidias, los
infantes que las tienen, presentan retraso en el desarrollo severo y muestran
una amplia variedad de anomalias, sin embargo no parecen tener un fenotipo
distintivo y su supervivencia estd severamente comprometida por lo que
mueren al poco tiempo de nacer (Robinson y McFadden, 2002). Los casos de
mosaicos diploide / triploide o diploide / tetraploide (mixoploidias) son menos
frecuentes, presentan como caracteristica clave retraso en el desarrollo y
ambigtiedad genital en los casos con cariotipo 46,XX/69XXY (Pinto, 1998).

1.1.4.2. Anomalias estructurales

Los rearreglos no balanceados usualmente estan asociados con retraso en el
desarrollo o retraso intelectual, defectos de nacimiento y bajo crecimiento
debido a la pérdida, duplicacion o ambos de material genético. Algunos
ejemplos de rerreglos no balanceados son deleciones, duplicaciones, anillos e
isocromosomas. Al igual que en las anomalias numéricas, los casos que
poseen monosomias parciales resultan mas severamente afectados que si
poseen trisomias parciales de la misma regién y las caracteristicas fenotipicas

son menos severas si hay mosaicismo (Moore y Best, 2007).

Los portadores de rearreglos cromosdémicos balanceados a menudo no tienen
efectos en el desarrollo fisico e intelectual (Moore y Best, 2007) o si se pierde
material cromosémico no esencial y no hay genes danados por el proceso de
ruptura y union, sin embrago, se pueden producir gametos desbalanceados por
lo que el riesgo de producir descendencia cromosdmicamente anormal se
incrementa. Los rearreglos balanceados incluyen inversiones, inserciones,
translocaciones reciprocas y translocaciones Robertsonianas (Luthardt vy
Keitges, 2001).
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Si el rearreglo estructural balanceado es heredado, existe bajo riesgo de que
haya retraso mental o fisico como resultado del rearreglo, sin embargo cuando
la anormalidad ocurre como un evento de novo, se incrementa el riesgo de que
se presente alguna enfermedad genética y los efectos fenotipicos resultantes
sean mas severos. La frecuencia de anomalias estructurales varia
considerablemente en diferentes poblaciones. Es méas frecuente en abortos
espontaneos que en nacidos vivos, particularmente en aquellos casos con

rearreglos no balanceados (Moore y Best, 2007).

Deleciones

Las deleciones resultan de la pérdida de material cromosémico de un
cromosoma, una de las mas comunes ocurre debido a la delecion parcial del
brazo corto del cromosoma 4, las regiones involucradas son 4p16.3 hasta 4p14
(Bergemann et. al., 2005). Este sindrome se denomina Sindrome Wolf-
Hirschhorn (WHS), es uno de los desdérdenes cromosomicos mejor
caracterizados, resulta en retraso del desarrollo y déficit intelectual entre otras
caracteristicas propias de la cromosomopatia (Battagliaa, 2005).

Duplicaciones

En general las duplicaciones son menos perjudiciales que las deleciones pero
inevitablemente estan asociadas con algunas anomalias clinicas, el grado de
severidad esta correlacionado con el tamarfio del segmento duplicado. (Luthardt
y Keitges, 2001). Se denominan como duplicaciones de genes y duplicaciones
segmentales en funcién de la cantidad de DNA involucrado. Existen diversos
ejemplos comunes de duplicaciones, uno es la duplicacion distal 10q,
generalmente ocurre como producto de la translocacion entre cromosomas no
homologos. En la mayoria de los casos ocurre en productos de padres
portadores de translocaciones balanceadas. Clinicamente, presenta retraso
mental, facies caracteristica y malformaciones de 6rganos internos (Rivera M.,
et. al., 2003).
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Translocaciones

Las translocaciones involucran la ruptura en dos diferentes cromosomas con un
intercambio de los segmentos. En las translocaciones reciprocas no hay
pérdida aparente de la cromatina, en las translocaciones Robertsonianas los
brazos largos de dos cromosomas acrocéntricos son unidos con pérdida de los
brazos cortos, los portadores de una translocacion reciproca generalmente no
tienen efectos fenotipicos debido a los rearreglos, excepto para posibles
anormalidades reproductivas que incluyen infertilidad, abortos espontaneos e
hijos anormales debido a que el apareamiento cromosémico en meiosis es
alterado en portadores de translocaciones, por lo que en funcién de la
segregacion se presentaran las cromosomopatias respectivas a cada alteracion
(Robinson y McFadden, 2002).

La translocacion (13;14) es la mas comun seguida por la (14;21), sin embargo
se han encontrado casos de translocaciones Robertsonianas con sindrome de
Down, de Prader-Willi, de Patau y en casos inespecificos con retraso mental,
también se encuentran portadores que han tenido mdltiples abortos e
infertilidad, pues generalmente no muestran caracteristicas fisicas sino hasta
que inician su vida reproductiva (Robinson y McFadden, 2002).

Inversiones

Una inversion se produce cuando un cromosoma sufre dos roturas y vuelve a
reconstituirse con el segmento entre las dos roturas, invertido. Hay dos tipos de
inversién, en la denominada pericéntrica las rupturas ocurren en cada uno de
los brazos del cromosoma por lo que el centromero esta incluido en el
segmento invertido, esto altera el patrén de bandeo y puede cambiar la forma
del cromosoma debido al movimiento del centrémero, la inversién paracéntrica
es formada cuando las dos rupturas ocurren en el mismo brazo por lo que el
centrémero no esta incluido en el segmento invertido, esto modifica el patron
de bandeo pero no la forma del cromosoma. Tanto las inversiones
paracéntricas como la pericéntricas pueden ser portadas en estado
heterocigético, los portadores de inversiones heterocigéticas generalmente no
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tienen efectos fenotipicos debido a que en el cromosoma homélogo se
encuentra una copia de la secuencia invertida en orden correcto. La inversion
observada con més frecuencia es la inv(9)(p11q12), la cual no tiene efectos
deletéreos en portadores y no parece estar asociada con un riesgo significativo
de aborto espontdneo o descendencia desequilibrada, por tanto se suele
consider como una variante normal o polimorfismo cromosémico (Nussbaum
et. al., 2007).

1.1.5. Frecuencia de las anomalias cromosomicas en funcion de la

etapa del desarrollo

Las anomalias cromosémicas ocurren en 20 al 50% en todas las concepciones
humanas, 30 al 50% de éstas son abortadas antes de que el embarazo sea
reconocido. Aproximadamente 0.6% de todos los nacidos vivos tienen
anomalias cromosomicas. Mas del 80% de estas anomalias son eventos de
novo que se originan en las células germinales parentales. Las concepciones
aneuploides para la mayoria de los cromosomas generalmente no son viables,
depende del cromosoma involucrado en la trisomia. Se estima que del 10 al
30% de los embriones son aneuploides debido a errores durante la meiosis

femenina I; la mayoria no llega a término. (Peters y Hauf, 2005).

Las variaciones en el numero cromosomico normal mas comunes son las
trisomias y la monosomias Las trisomias autosomicas mas comunes son las
trisomias de los cromosomas 21, 18 y 13 asi como la monosomia del X. (Hunt
y Hassold, 2008).

Aproximadamente el 2% de los abortos espontaneos y 1% de los ébitos tienen
trisomia 21. La frecuencia de esta trisomia a las 16 semanas de gestacién a los
25 anos, esde 1/ 1000, alos35esde 1/300y alos 45 anos es de 1/ 22
(Edman, 2003). La trisomia 13 tiene una frecuencia de 1 /20 000 — 1 / 25 000
recién nacidos vivos, representa 1 — 2% de todas las concepciones con dicha
alteracion. La trisomia 18 ocurre en 1/ 7500 nacidos vivos, constituye el 1% en

abortos espontaneos y 1% en ébitos, (Robinson y McFadden, 2002).
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La incidencia en poliploidias muestra la letalidad que representa para el
producto portar uno 0 mas complementos cromosémicos haploides extras. Se
estima que las triploidias estan presentes en 1% de los embarazos reconocidos
clinicamente, en un 6% de abortos espontaneos y en 0.5% de infantes recién
nacidos. (McFadden y Langlois, 2000). La tetraploidia es vista con mayor
frecuencia en abortos espontaneos de los cuales representa aproximadamente
el 2.5%; de manera extremadamente raramente se han reportado infantes
nacidos vivos con tetraploidia (Robinson y McFadden, 2002). El riesgo
estimado para el sindrome de Turner (45,X) en abortos espontaneos es del
20% y en nacidos vivos es de menos del 1%. El 60% de los casos tiene
cariotipo 45,X, el 10% 45,X/46,XX, el 20% isocromosomas, el 5% deleciones y

el 5% cromosomas en anillo. (Ref. 81 y Nussbaum, et. al., 2007).

El cuadro 5 muestra la incidencia de aneuploidias y cuales son las mas
comunes en ovocitos, espermatozoides y durante las etapas del desarrollo. En
este cuadro se observa que en abortos espontaneos la incidencia de
aneuploidias es del 35%, la cual es mucho mas alta que en muertes fetales
(4%) y nacidos vivos (0.3%). El cuadro 6 corrobora esto pues muestra que para
las trisomias 21, 18, 16 y 13, X e Y, asi como para la monosomia del X hay una
mayor incidencia de éstas en abortos espontdneos que en casos de muerte

fetal y que la incidencia en los nacidos vivos es aun menor.

También en el cuadro 5 se observa que el tipo de aneuploidia es diferente
entre estas etapas, mientras que en abortos espontaneos predominan casos
45,X y trisomias de los cromosomas 16, 21 y 22, en casos de muerte fetal las
aneuploidias mas comunes son las de los cromosomas 13, 18 y 21, en nacidos
vivos ademas de estas trisomias se encuentran de manera frecuente trisomias
de los cromosomas sexuales que no comprometen la viabilidad del producto.
En el cuadro 5 también se observa que hay mayor incidencia de aneuploidias
en ovocitos (~20%) que en espermatozoides (1-2%), aunque los productos
finales de la meiosis son células germinales haploides tanto en hombres como
en mujeres hay diferencias significativas en el proceso meibtico en ambos

sexos (Moore y Best, 2007).
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Cuadro 5 | Incidencia de aneuploidias durante el desarrollo

Semanas de gestacion 0 6-8 20 40

Espermatozoides Ovocitos Embriones de Abortos Abortos Muertes Nacidos
preimplantaciéon preclinicos espontaneos fetales vivos

Incidencia de 1-2% ~ 20 % ~ 20 % ? 35 % 4 % 0.3 %

aneuploidia

Aneuploidias Varias Varias Varias ? 45,X; +16; +13; +18; +13; +18;

mas comunes +21; +22 +21 +21; XXX;

XXY; XYY

Adaptado de Hassold T. y Hunt P., 2001

Cuadro 6 | Frecuencia de trisomias seleccionadas y monosomia X en abortos espontaneos, muerte fetal y nacidos

Vivos (%)
Etapa de deteccion Trisomias Monosomia Todas las trisomias
21 18 16 13 XY X y monosomia X
Abortos espontaneos 2.3 11 7.5 1.1 0.3 8.6 34.7
Muerte fetal 1.1 1.2 - 0.3 0.7 0.25 4.25
Nacidos vivos 0.125 0.012 - 0.005 0.29 < 0.01 0.3

Adaptado de Moore C. y Best R., 2007

222



Antecedentes

1.2. Causas de riesgo reproductivo

El riesgo reproductivo incluye esterilidad, infertilidad, abortos, muerte perinatal,
malformaciones congénitas, retraso en el crecimiento y la presencia de
nacimientos prematuros. Estos problemas clinicos ocurren cominmente en la
poblacién general y las causas involucradas no siempre son féaciles de
corroborar (Brent, 2004). El cuadro 7 ilustra la proporcion de algunas de las

clases de riesgo reproductivo.

Cuadro 7 | Resumen del riesgo reproductivo por cada millon de
concepciones

Riesgo reproductivo Frecuencia
Abortos espontaneos diagnosticados clinica e inmunol6gicamente / 350 000
millén de concepciones.
Abortos espontaneos reconocidos clinicamente / millén de embarazos. 150 000
Enfermedades genéticas / millén de nacimientos: 110 000
e |nteracciones genéticas y ambientales multifactoriales y poligénicas
(Ej. Defectos de tubo neural, labio hendido, hipospadia, 90 000

hiperlipidemia y diabetes).
e Enfermedades hereditarias  autosémicas dominantes  (E;j.

Acondroplasia, enfermedad de corea  Huntingtons vy 10 000
neurofibromatosis).

e Enfermedades genéticas autosémicas recesivas y ligadas al
cromosomas X (Ej. Fibrosis quistica, enfermedad de células 1200
falciformes, hemofilia y talasemia).

e Enfermedades citogenéticas (anomalias cromosoémicas) (Ej.
Sindrome de Down, Sindrome de Patau, Sindrome de Edwards, 5000
Sindrome de Turner y del(22q)).

¢ Nuevas mutaciones. 3000

Malformaciones congénitas severas (como resultado de todas las

causas de defectos de nacimiento: genéticas, desconocidas, 30 000

ambientales) / milldn de nacimientos.

Nacimientos prematuros / millon de nacimientos. 40 000

Retraso del crecimiento fetal / millon de nacimientos. 30 000

Muertes fetales (>20 semanas) / millén de nacimientos. 22309006
. 7% de las

Infertilidad. parejas

Adaptado de Brent R., 2004
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En este cuadro se observa que las enfermedades genéticas son una causa de
riesgo reproductivo que se presenta en poco mas del 10% de los nacimientos
pues su frecuencia es de 110 000 / 1 000 000 nacimientos; las enfermedades
detectadas por métodos citogenéticos también Illamadas anomalias
cromosomicas, se presentan en 5 000 / 1 000 000 nacimientos, entre ellas las
mas comunes son las trisomias de los autosomas 21, 18 y 13, que generan los
sindromes de Down, Edwards y Patau respectivamente, asi como la
monosomia del X que provoca sindrome de Turner y la delecién de la banda
22Q.

La aneuploidia es la causa principal de falla reproductiva y defectos de
nacimiento congénitos en humanos. Los eventos criticos de la oogénesis
ocurren durante tres distintos estados del desarrollo, la entrada a la meiosis
en el ovario fetal, la formacion del foliculo en el periodo perinatal y el
crecimiento del ovocito y la maduracion en el adulto. Experimentos recientes
sugieren que la influencia ambiental puede afectar adversamente los tres
estados (Hunt y Hassold, 2008).

Las enfermedades genéticas también causan otros tipos de riesgo
reproductivo, contribuyen en los casos de anomalias congénitas, cuya
frecuencia es de 30 000 / 1 000 000 nacimientos. Este trabajo estudia la
interrelacion entre las anomalias cromosomicas y las anomalias congénitas en
casos de muerte fetal, la cual es otra causa de riesgo reproductivo mencionada
por Brent (2004) y en casos de muerte neonatal. Tanto los casos de muerte
fetal como los casos de muerte neonatal son temas de la muerte perinatal.
Cabe senalar que hay sectores de salud que ademas de los dos grupos
anteriores incluyen los casos de muerte durante el parto como una clase mas
de la muerte perinatal (Kuleshov, 1978) también existen autores que
subdividen tanto a la muerte fetal como a la neonatal en fases tempanas vy
tardias (Lee, 2001).

Es importante considerar que la muerte perinatal ha sido objeto de diversos
sistemas de clasificacion debido a que, si bien se subclasifica en funcién del
momento de la muerte del producto, cada tipo de muerte perinatal tiene su
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etiologia aun cuando existan diversas causas en comun. El anexo Muerte
perinatal contiene una breve revision de la muerte perinatal en cuanto a su
clasificacion y etiologia. A manera de resumen la figura 2 muestra la evolucion
en cuanto al estudio de la etiologia de la muerte perinatal y como se han hecho
varios sistemas de clasificacién a partir de los anos 50, con Baird et. al. éste
fue el primer intento para clasificar las causas de muerte perinatal, se uso la
clasificacion clinico patoldégica de Aberdeen, basandose en la informacién
clinica disponible (Silver. et. al, 2007). En 2004 la Sociedad Perinatal de
Australia y Nueva Zelanda (PSANZ) desarroll6 y prob6é un sistema para la
clasificacion de muerte perinatal que incluye tanto la muerte fetal como

neonatal (King y Warren, 2006).

1980

Wigglesworth
Sistema de
clasificacién con 9
categorias para
muerte perinatal

2005

Gardosi et.al.
Etiologia para
muerte in utero

1954

Baird et. al.
1977 Clasificacion de
Naeyg Aberdeen, con
Etlolpgla informacion
Estudio con clinica de muerte
placentas perinatal

1958

Butler y Bonham

Examenes
postmortem en
muerte perinatal

2006

Sistema de
clasificacion de
la PZANS.
Incluye muerte
fetal y neonatal

Figura 2 | Evolucion de los sistemas de clasificacion de muerte perinatal.
Con datos de Silver. et. al., 2007, King y Warren, 2006 y Gardosi et. al., 2005.
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1.3. Anomalias cromosomicas en casos de muerte fetal y
neonatal con anomalias congénitas

King y Warren (2006) reportan como las principales causas de muerte perinatal
tanto en muerte fetal como neonatal a las anomalias congénitas. Las
anomalias congénitas estan presentes en 24.5% de los casos de muerte fetal y
34.1% de los casos de muerte neonatal. Ver anexo |. Smith, et. al. (1995)
realiz6 estudios citogenéticos en casos de muerte fetal y neonatal que
presentaron anomalias congénitas, el porcentaje fue del 15.5% en casos de
muerte fetal y del 25% en casos de muerte neonatal. En otros estudios
citogenéticos en los que la muerte perinatal se dividié en muerte fetal, neonatal
y durante el parto, se ha determinado que las anomalias cromosémicas en
casos con anomalias congénitas estan presentes en un 13.6%, 6.5% y 4.9%

respectivamente. (Kuleshov, 1978). Esto se observa en el cuadro 8.

Cuadro 8| Frecuencia de anomalias cromosémicas en casos de muerte

perinatal
Frecuencia (%)
Autor Smith, et. al. (1995) Kuleshov (1978)
Muerte fetal 15.5 13.6
Muerte durante el parto — 4.9
Muerte neonatal 25 6.5

Con datos de Smith, et. al., 1995 y Kuleshov, 1978

King y Warren (2006) reportan que las anomalias cromosdmicas se presentan
de manera frecuente como causa de muerte por anomalias congénitas en
casos de muerte fetal y neonatal. El cuadro 9 muestra que constituyen el 5.7%
en casos de muerte fetal, 10.8% de muerte neonatal y en total representan el
8.1% de los casos. El término del embarazo por anomalias cromosémicas tiene
una incidencia del 20.3% en casos de muerte fetal, 13.3% de muerte neonatal y
17.4% en el balance total. El riesgo total de anormalidades congénitas es de 2-
3% en la poblacién general (Warburton, 1991).
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Cuadro 9| Clasificacion PSANZ-PDC, causas de muerte por anomalias congénitas, Victoria 2004, Australia

. . Muerte fetal Muerte neonatal Total
Causas de muerte por anormalidades congénitas
n % n % n %

Anormalidades del SNC 14 2.8 22 6.1 36 4.2
Término por anormalidades del SNC 71 14.4 37 10.3 108 12.7
Anormalidades del sistema cardiovascular 14 2.8 39 10.8 53 6.2
Término por anormalidades del sistema cardiovascular 50 10.1 24 6.7 74 8.7
Anormalidades del tracto urinario 4 0.8 19 5.3 23 2.7
Término por anormalidades del tracto urinario 28 5.7 13 3.6 41 4.8
Anormalidades del tracto gastrointestinal 10 2 3 0.8 13 1.5

Término por anormalidades del tracto gastrointestinal 4 0.8 1 0.3 5 0.6

Anormalidades metabdlicas - - 12 3.3 12 1.4
Anormalidades multiples 20 4.1 22 6.1 42 49.4
Término por anormalidades multiples 76 15.4 21 5.8 97 11.4
Anormalidades muscoloesqueléticas 6 1.2 7 1.9 13 1.5
Término por anormalidades muscoloesqueléticas 28 5.7 11 3.1 39 4.6
Anormalidades respiratorias 3 0.6 7 1.9 10 1.2
Término por anormalidades respiratorias 1 0.2 1 0.3 2 0.2
Hernia diafragmatica 1 0.2 9 2.5 10 1.2
Término por hernia diafragmatica 3 0.6 3 0.8 6 0.7
Oftras anormalidades especificadas 9 1.8 12 3.3 21 2.5
Término por otras anormalidades especificadas 15 3 9 2.5 24 2.8
Anormalidades inespecificazas 2 0.4 - - 2 0.2
Término por anormalidades no especificadas 6 1.2 1 0.3 7 0.8
Total 493 100 360 100 853 100

Con datos de King y Warren, 2006
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King y Warren (2006) no informan el tipo de anomalias cromosomicas
encontradas. Sin embargo otros autores como Kuleshov (1994), Pagacova (1990)
y Forrester (2004) han investigado al respecto y mediante estudios citogenéticos,
obtenidos a partir del cultivo de tejido de necropsias han estimado la frecuencia de
anomalias cromosémicas en casos de muerte perinatal con malformaciones

congénitas. Esto se observa en el cuadro 10 y la figura 3.

Cuadro 10| Frecuencia de anomalias cromosomicas en casos de muerte

perinatal con malformaciones congénitas

Frecuencia (%)

Autor Kuleshov (1994) Pagacova (1990) Forrester (2004)

Anomalias
o 7.2 6.9 5
cromosomicas

Trisomias

autosomicas

Anomalias en los

cromosomas 24 13
sexuales

Poliploidias 0.5

Anomalias 0.5

estructurales

Con datos de Kuleshov, 1994, Pagacova, 1990 y Forrester, 2004
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Il Trisomias autosémicas (3.8%)
+13
+18
+21
+22

P Anomalias en los cromosomas
sexuales (2.4%)
46,XX/46,XY
47, XY
45,X
Poliploidias (0.5%)
69,XXX

L4l Anomalias estructurales (0.5%)
46,XX,13q-

Figura 3|Frecuencia de anomalias cromosomicas en casos de muerte
perinatal. Con datos de Kuleshov, 1994, Kuleshov, et. al., 1978 y Machin, 1999

Brent (2004) estim6 que existe aneuploidia en 4% de los casos de muerte
perinatal. En otros estudios se reportan las anomalias cromosdmicas involucradas
en estos casos de manera mas especifica. Machin (1999) reporta las trisomias
autosdmicas de los cromosomas 13, 18 y al igual que Kuleshov et. al., (1978) las
de los cromosomas 22 y 21; como anomalias de los cromosomas sexuales: 46,
XX/46, XY, 47, XYY y 45, X, como triploidias: 69, XXX y como anomalias
estructurales: 46, XX, 13q-.

Otros investigadores coinciden al afirmar que los casos de muerte fetal y neonatal
estan relacionados con anomalias cromosdmicas (McKinlay, 2004), uno de ellos
es Brent (2004), quien sefiala que la trisomia 18 es una causa comun. Benitez
(1992) por su parte senala que la incidencia de anomalias cromosOmicas se

modifica con la edad en funcién de la letalidad, reporta un 44% de anomalias
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cromosdémicas en recién nacidos muertos con malformaciones congénitas, 22% en
ninos de 12 anos y 15% en pacientes de cualquier edad (Benitez, 1992).

Hernandez et. al. (1990) también reporta las anomalias cromosémicas
encontradas en neonatos con anomalias congénitas, al igual que los demas
autores ya mencionados, sefala que las anomalias cromosdmicas mas frecuentes
son aneuploidias, especificamente trisomias autosdémicas y casos 45,X, asi como
anomalias estructurales en menor proporcién, entre las que resaltan las

translocaciones D/D. Sin embargo no incluye en su estudio casos de muerte fetal.

Cuadro 11| Incidencia de anormalidades cromosdémicas encontradas en

neonatos con anomalias congénitas

Anomalia cromosomica Numero % #/10° nacimientos
Aneuploidia 171
- +21 136 72.72 1190
- +13 14 7.48 120
- +18 13 6.95 110
- 45X 8 4.27 70
Anomalias estructurales 16
- +del(9) 1 0.53 8
- D/D translocacién 8 4.27 70
- D/G translocacion 2 1.06 10
- Supernumerario pequeno 2 1.06 10
- E/F translocacién 1 0.53 8
- del(4) 1 0.53 8
- i(18p) 1 0.53 8
Total 187 100 1640

Adaptado de Hernandez M., Reynoso M., Soto F., Quifiones D., Nazarh Z., Roln A., Jiménez M. y
Blancarte R., 1990

Por su parte Hassold y Hunt (2001) mencionan que las aneuploidias mas comunes
en muertes fetales son las trisomias de los autosomas 13, 18 y 21 pero no

-30 -



Antecedentes

mencionan las anomalias en casos de muerte neonatal ni relacionan sus
resultados con anomalias congénitas. Sin embargo, difieren con los anteriores
autores en cuanto a los casos 45,X pues sefialan que son mas comunes en
abortos espontaneos, también mencionan que los casos 47,XYY junto con las

trisomias 13, 18 y 21 son mas comunes en nacidos Vvivos.

Silver, et. al., (2007) por su parte reporta que las anomalias cromosémicas
encontradas en casos de muerte fetal incluyen casos con trisomia 21, trisomia 18,
trisomia 13 y 45,X.; sin embargo no menciona las anomalias cromosdmicas
relacionadas con la muerte neonatal y tampoco las relaciona con anomalias

congénitas.

Debido a la frecuencia que tienen la alteraciones cromosdémicas es de suma
importancia realizar analisis citogenéticos en la muerte perinatal, en recién
nacidos con malformaciones congénitas para definir cual es la causa, a fin de dar
asesoramiento genético a los padres y mediante el diagnostico prenatal permitir
que exista la opcién de continuar o dar término al embarazo, ademas de
determinar el riesgo de recurrencia en futuros embarazos (Benitez, 1992 y ACOG.
Committee Opinion No. 383., 2007). Cernach et. al. (2004) sefiala que es posible
realizar el diagnéstico y determinar el riesgo reproductivo en el 15% de los casos
que tienen anomalias cromosdmicas mediante los estudios citogenéticos en la
evaluacién genética clinica, mientras que en el 66.7% de los casos se facilita el
diagnéstico mediante la evaluacién genética clinica, apoyada de estudios
citogenéticos, acompanada de una descripcion detallada del fenotipo, un examen

antropométrico y autopsia con evaluacién a macro y micro escala.
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1.4. Métodos citogenéticos

La identificacion de cada anomalia es importante tanto clinicamente como para el
asesoramiento genético. El objetivo de todas las técnicas citogenéticas es
encontrar la resolucién 6ptima para la identificacion cromosémica (Hsieh, 2001).
Los andlisis de citogenética convencional usan microscopia de luz para examinar
cromosomas en metafase o prometafase que han sido teiidos para producir un
patron de bandeo caracteristico para cada cromosoma. La resolucibn maxima
para anomalias estructurales es de 3 a 5 Mb y requiere division celular para el
analisis, usualmente a partir de leucocitos de sangre periférica, médula 6sea o
fibroblastos (Sharkey, et. al., 2005).

El analisis citogenético de rutina por bandeo GTG puede proporcionar la
resolucién suficiente para detectar alteraciones de 5Mb. Los sindromes que
involucran alteraciones tan pequenas pueden ser indetectables por técnicas
citogenéticas convencionales (Schiefelbein y Cheeseman, 2009). Recientemente
la secuencia del genoma humano ha permitido realizar analisis de alta resolucién
para analisis cromosdémico usando tanto citogenética molecular como técnicas

basadas en micro-arreglos (Sharkey, et. al., 2005).

La técnica de preparacion y cosecha cromosémica es la base para todas las otras
técnicas citogenéticas. Los cromosomas pueden ser cosechados de células en
tejidos directamente sin cultivo o alternativamente después del crecimiento en

cultivos celulares (Hsieh, 2001).

Una variedad de tejidos humanos son usados para la obtencion de preparaciones
cromosomicas y por consiguiente para el diagnéstico citogenético. La eleccién del
tejido depende del tipo de paciente (prenatal o postnatal), el propdsito del
diagnéstico (constitutivo o adquirido) y las indicaciones clinicas. En casos
prenatales las células fetales son usadas para diagnéstico del complemento
cromosomico. Los tejidos usados comunmente para este proposito son células de
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liqguido amniético, vellosidades coridnicas y linfocitos de sangre fetal. Ademas de
la eleccién del tejido, el procedimiento depende de factores como la edad
gestacional y de las indicaciones para la prueba. Otros tejidos fetales que también
son usados para evaluacion citogenética en casos de terminacién terapéutica del
embarazo, abortos multiples y muerte fetal son: placenta, piel, pulmén y rifién.
Para pacientes adultos y neonatos la sangre periférica es el tejido mas
comunmente usado para diagnéstico cromosémico constitutivo, con menor
frecuencia se emplea médula 6sea. En casos especificos segun del propésito del
diagndstico citogenético y / o la indicacion clinica se emplean la piel y otros tejidos
apropiados, por ejemplo, en casos de muerte fetal y neonatal comunmente se
emplea sangre periférica, sin embargo se pueden emplear otros tejidos, como la
piel, pues la viabilidad de las células es mejor al no intervenir el proceso de
coagulacioén (Verma y Babu, 1995).

La mejora en la preparacion e identificacion de cromosomas y sus estructuras ha
sido notoria. Las técnicas actuales permiten obtener un gran nimero de células en
division usando mitégenos para estimular tipos celulares especificos (Moore y
Best, 2001). Smith, et. al. (1995) reporta 69.0% de crecimiento en el cultivo de
fibroblastos a partir de biopsias de piel y Wapner & Lewis (2002) reporta 62.9%.

La cosecha cromosomica generalmente involucra bloquear la division celular en
mitosis, seguida de tratamiento hipotonico y fijacién. Después de la fijacidén los
cromosomas son dispersados en portaobjetos y secados. La calidad de la
preparacion cromosémica es crucial para el analisis posterior de la estructura
cromosomica por técnicas de bandeo o de hibridacion in situ fluorescente (FISH)
(Hsieh, 2001).

Las preparaciones cromosomicas pueden ser sometidas a diferentes tratamientos
para generar diferentes patrones de bandeo tales como las bandas GTG, RFA,
QFQ, para producir patrones de bandeo Unicos con un total de al menos 450 a
500 bandas por cariotipo y 800 en bandeo de alta resolucién (Moore y Best, 2001).
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A cada banda se le asigna un numero especifico que representa su ubicacion en
el cromosoma humano. El bandeo GTG es el mas ampliamente usado.
Estructuras cromosémicas tales como centromeros, telémeros y NOR (nucleolar
organizing region, region organizadora del nucleolo) pueden ser identificadas a
través de técnicas de tincion especiales como las bandas C, T y bandas NOR,
estas técnicas en general son usadas para confirmar diagnosticos presuntivos

realizados en general con bandeo GTG (Hsieh, 2001).

Los estudios de replicacién involucran la incorporaciébn de analogos de
nucleétidos, permiten la replicaciéon de diferentes segmentos de los cromosomas
para ser distinguidos, ejemplo de ello es la deteccién de intercambios entre
cromatidas hermanas. Las cromatidas hermanas pueden ser tefidas
diferencialmente a través de la incorporacion de BrdU en el DNA durante el cultivo
celular (Moore y Best, 2001).

El andlisis del patron de bandas es el aspecto mas dificil, requiere de preparacion
substancial y experiencia. Con estas técnicas de bandeo las aberraciones
cromosémicas tales como translocaciones, deleciones, inserciones y
duplicaciones pueden ser distinguidas por citogenetistas experimentados (Hsieh,
2001).

El andlisis de hibridacion fluorescente in situ (FISH) es una técnica citogenética
molecular en la cual sondas de DNA marcadas con fluorescencia son hibridadas
en metafases 0 nucleos en interfase extendidos, es empleada para detectar
cambios en el numero de copias de un locus especifico, y para identificar
anomalias cromosomicas estructurales submicroscopicas (microdeleciones vy
microduplicciones) que no son visibles aun con bandeo de alta resolucién. En
casos de retraso mental y en el desarrollo, en la amplificaciéon o delecién de genes
en cancer como HER2 en cancer de mama o bien como p53 o ATM en leucemia
linfocitica crdnica, asi como para determinar la respuesta a cierto tratamiento, por

mencionar algunos ejemplos (Gouas. et. al., 2008).
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La técnica de FISH fue desarrollada para analizar loci individuales con una
resolucién de 35-200 Kb, sin embargo sélo unos cuantos loci pueden ser
examinados al mismo tiempo y sélo puede realizarse basada en el fenotipo
(Bassem et. al., 2005). Sus principales desventajas son que es muy costosa y que
puede haber falsos negativos por una distribuciéon inadecuada de la muestra en la
preparacién (L. Gouas. et. al., 2008).

La tincion simultanea de todos los cromosomas humanos en diferentes colores
mediante combinaciones de fluorocromos se realiza mediante varias técnicas,
entre ellas esta la FISH mdltiple (M-FISH) y la cariotipificacion espectral (SKY),
ambas estan basadas en estrategias de combinacion de sondas. La M-FISH
requiere una serie de imagenes con un cambio de filtros épticos, en contraste la
SKY usa espectroscopia de Fourier y un interferometro para evaluar la emisién de
fluorescencia en una sola imagen. El costo elevado que suponen sus equipos y las
sondas que utilizan restringen su aplicacion, al ambito de la investigacion
(Speicher, 2005).

La hibridacién gendémica comparativa (CGH) es una técnica de citogenética
molecular en la cual el DNA total del paciente es comparado con uno de
referencia, ambos marcados con fluorescencia, las sefiales de hibridacién
diferencial permiten la deteccion de pérdidas y ganancias de material a lo largo del
genoma. Esta técnica ha sido util para el analisis de desbalances cromosémicos
en tumores sélidos, translocaciones no balanceadas en pacientes con retraso
mental idiopatico y caracteristicas dismorficas. También puede ser realizado de
rutina para pacientes con una variedad de condiciones en las cuales las
aberraciones cromosdmicas no han sido detectadas previamente por un cariotipo
convencional y una prueba especifica con FISH, sin embargo la resolucion de la
técnica esta limitada a 3—10 Mb debido a que los cromosomas en metafase son

usados como blanco para el andlisis (Gouas. et. al., 2008).
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Sin embargo, se incrementa substancialmente la resolucion con la CGH en
microarreglos (100 a 200 kb) pues usan clonas de insertos en cromosomas
bacterianos artificiales (BAC) como blancos en lugar de cromosomas en
metafases, gracias a esto la resolucién de los arreglos ha mejorado y sélo esta
limitada por el tamaro del inserto usado y la distancia entre las clonas (Bassem et.
al., 2005).

La CGH en microarreglos es una técnica sensible, flexible y automatizable, tiene
limitaciones inherentes, no provee informacion de la localizacion precisa de las
secuencias rearregladas responsables del cambio en el numero de copias y los
portaobjetos con el genoma completo resultan costosos para aplicar esta técnica
de manera rutinaria (Sharkey, et. al., 2005).

La introduccion de la cariotipificacidn molecular por arreglos CGH ha duplicado la
tasa de deteccion (10%) de desbalances cromosémicos en pacientes con retraso
mental y multiples dismorfismos o anomalias congénitas, ya que provee mayor
resolucion para la deteccion de aberraciones cromosémicas estructurales y
aneuploidia que son indetectables por FISH o técnicas de bandeo cromosémico
(Sharkey, et. al., 2005) Esto tiene un gran impacto en la determinacién de los
mecanismos etioldgicos de las patologias, el asesoramiento genético a las familias
y el manejo de los pacientes. Esto es posible debido al incremento del nivel de
resolucion de 5 Mb a 100 kb (Menten, et. al., 2005).

La reciente disponibilidad de arreglos de oligonucleétidos para SNP individuales
de alta densidad permite la identificacibn de eventos de pérdida de
heterocigosidad y alteraciones en el numero de copias con alta resolucién
(Stratowa, 2007).
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2. Objetivos

Objetivo general

Detectar anomalias cromosdmicas en casos de muerte fetal y neonatal con

anomalias congénitas a partir del cultivo de fibroblastos de piel.

Obijetivos particulares

e Realizar cultivo de fibroblastos a partir de biopsias de piel provenientes de

casos de productos con muerte fetal o neonatal con anomalias congénitas.

e Realizar bandeo cromosémico con la técnica de bandas GTG en las

preparaciones cromosdmicas para analizarlas.

e Comparar los resultados obtenidos experimentalmente con la informacién

reportada en la literatura.

e Aplicar esta técnica como una alternativa util en el diagnéstico de casos de

muerte fetal y neonatal que poseen anomalias congénitas.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

Material biolégico

Biopsias de piel provenientes de casos de muerte fetal con 25 0 mas semanas de
gestacion y casos de muerte neonatal con un tiempo de vida extrauterino no
mayor a un mes, con excepcién de un caso, que presentaron malformaciones
congénitas multiples y de los cuales se sospechd por datos clinicos de alguna
cromosomopatia. Se usaron biopsias de piel pues es mas probable que a partir de
éstas las células crezcan que las células provenientes de muestras de sangre
periférica tomadas después de la defuncion, la cual es la metodologia empleada

usualmente en estos casos.

Reactivos

e Solucién salina de Hanks, GIBCO

e Estreptomicina 400U, SIGMA

e Medio de cultivo RPMI 1640, GIBCO

e Suero fetal bovino, GIBCO

e Tripsina al 0.25% y 0.015%, GIBCO

e Colchicina al 0.02%, SIGMA

e Solucién hipoténica de citrato de sodio 0.8%, J T Baker

e Soluciéon amortiguadora de fosfatos a pH 6.8 y 7.0 (NagHPO4 y KH2POy,
MERCK)

e Fijador: 3 : 1 de metanol absoluto : 4cido acético glacial, J T Baker

e Giemsa al 0.28%, SIGMA

e Resina al 70%, MERCK
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Equipo

e PC adaptada a microscopio éptico con software IKAROS
e (Céamara de incubacion con CO, al 5% a 37°C

e Campana de extraccion con flujo laminar vertical

e Microscopio Optico, ZEIZZ

e Estufaa60°C

e (Centrifuga clinica

e Bafnodeaguaa?75 °C

e Micropipetas (10 uL — 100 pL)

Material desechable

e (Cajas de Petri

e (Cajas de cultivo

e Bisturies

e Jeringasde 3 mL,5mLy 10 mL

e Pipetas de 25 mL

e Pipetas Pasteur de plastico

e Tubos de polipropileno para centrifugadora de 15 mL
e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Puntas para micropipeta
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3.2. Metodologia

Los cultivos de fibroblastos de piel se realizan a partir de un cultivo a mediano
plazo donde la biopsia es cortada en pequeios fragmentos llamados explantes y
son cultivados de 12 a 15 dias, en este lapso el cultivo es monitoreado hasta que
tenga buena confluencia celular y asi poder obtener las preparaciones
cromosémicas. La figura 4indica de manera breve las fases del proceso efectuado

al tratar cada muestra.

Aislamiento de tejido
Biopsia de piel

|
J/
Verificacion de viabilidad

Mantenimiento del tejido aislado en
solucién salina amortiguadora y antibiético

B
Diseccion fina
Remocion del tejido graso y necrosado mediante
cortes para después obtener explantes

|
1
b
Cultivo primario

Crecimiento celular a partir de explantes que se
colocan en medio RPMI 1640 suplementado

Figura 4 | Diagrama del procedimiento

- 40 -



Materiales y métodos

Cultivo secundario
Subcultivo sobre cubreobjetos de células
desprendidas mediante tripsinisacién

‘“\L
Inhibicion del huso mitético
Arresto de la mitosis mediante colchicina

X2

Incremento del volumen celular
Tratamiento celular con solucion hipotdnica

|
““\l\/
Fijacion celular

Incubar en solucion de metanol absoluto:acido
acético glacial, en proporcion 3:1

|
J,
Deshidratacion

Las preparaciones se colocan
en una estufa 24 horas

2

Bandeo cromosémico
Técnica para obtencidén de bandas GTG

i
\\l'/
Cariotipo
Analisis cromosoémico, numérico de

20 metafases y estructural de 3
metafases.

Figura 4 | Diagrama del procedimiento (continuacion)
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Procedimiento

1. La primera parte del proceso es la obtenciéon de la biopsia de piel, ésta
proviene de un producto con 25 0 mas semanas de gestacion muerto in
utero o en el periodo neonatal con un tiempo de vida extrauterino no mayor
a un mes aproximadamente, que presente malformaciones congénitas

multiples y que se sospeche por datos clinicos de alguna cromosomopatia.

2. La biopsia se incuba en una solucién salina amortiguadora (solucion HBSS)
durante 24 horas para verificar que la muestra no esta contaminada por
toma tardia de la muestra, un mal manejo o transporte de la muestra,
opcionalmente puede colocarse por cinco minutos en una solucién con
solucion amortiguadora con antibidticos como estreptomicina o penicilina en
concentraciones de 400U y 400ug/mL respectivamente, con posterior

lavado con mas solucion amortiguadora.

3. Si existen tejidos grasos o necrosados se remueven mediante cortes, una
vez que ha pasado el periodo de incubacion y después se fragmenta el
tejido para obtener explantes, los cuales son colocados en una caja de
cultivo con 5 mL de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 20% de
suero fetal bovino y estreptomicina al 1% se incuba a 37°C y con 5% de
CO:..

4. El medio de cultivo se cambia cada 3 a 5 dias o bien cuando la tonalidad
cambie de durazno a amarillo dorado a causa de la disminucién del pH, lo
cual puede ocurrir debido al metabolismo de las células pues incrementan

su confluencia.

5. Transcurridos 15 a 20 dias de cultivo, segun sea la confluencia celular, se

realizan subcultivos, para esto se retira el medio de cultivo y se colocan 2
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mL de tripsina al 0.25% para favorecer la disgregacién celular. Las células
en suspension se centrifugan a 3000 rpm y se resuspenden en maximo 2
mL que son colocados sobre cubreobjetos estériles contenidos en cajas de
Petri de 5 cm de diametro procurando que cada cubreobjetos contenga
aproximadamente 0.5 mL de la suspension celular sin que ésta se derrame
al resto de la superficie de la caja de Petri. La figura 5 muestra la ubicacién

de la suspensién celular en sombreado gris.

Suspension
celular

Figura 5 | Diagrama de la colocacion de la suspension celular

6. Estos subcultivos se incuban bajo las mismas condiciones durante 24 a 48
horas, una vez que la monocapa celular esté confluente y se observen bajo
el microscopio invertido figuras mitéticas, se agregan 30 uL de colchicina al
0.02% durante 30 minutos a 37 °C.

7. Se retira el medio de cultivo y se coloca en su lugar una solucidn hipotonica

de citrato de sodio al 0.8% durante 60 minutos a temperatura ambiente.

8. Transcurridos los 60 minutos se coloca 1 mL de fijador durante 15 minutos

a temperatura ambiente.

9. Se retira la solucién y se colocan 3 mL de fijador, gota a gota tres veces

dejando un lapso de 15 minutos entre cada cambio.
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10. Terminada esta serie de cambios de soluciones se retiran los remanentes
de la ultima solucién casi en su totalidad y el resto se evapora mediante
exposiciones consecutivas al vapor de un bafo de agua o bien a la flama
lejana de un mechero, después se desprende con cuidado el cubreobjetos
del fondo de la caja de Petri.

11.Posteriormente se deshidratan los cubreobjetos 24 horas a 60°C.

12.Posteriormenente se realiza el bandeo GTG. Este consiste en sumergir la
preparacion en una solucion de tripsina 0.015% en una solucién a
amortiguadora de fosfatos a pH 7.0 durante un lapso de 5 a 12 segundos,
posteriormente se coloca en una solucién amortiguadora a pH 6.8 durante 1
minuto para inactivar la tripsina; por ultimo se coloca la preparacién en una

solucién amortiguadora a pH 6.8 de Giemsa al 0.28%.

13.Una vez tenidas las preparaciones se colocan en portaobjetos con resina al
70% y se dejan secar 24 horas para protegerlas y analizarlas al

microscopio.

14.El paso final es realizar el andlisis citogenético de, consiste en el analisis
numérico de 15 a 20 metafases y el analisis estructural de 3 metafases. Si
se encuentra mosaicismo se analizan 30 metafases de manera equitativa
entre todas las preparaciones del caso. El resultado se reporta de acuerdo
la nomenclatura internacional de la ISCN.
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4. Resultados y analisis de resultados

La parte experimental de este trabajo, realizada en el Hospital General de México
O. D. se basa en el cultivo de fibroblastos a mediano plazo de biopsias de piel
tomadas de 24 casos de muerte fetal y neonatal. Todos los casos presentaban
anomalias congénitas, evaluadas clinicamente de manera previa por médicos
genetistas, originadas probablemente por anomalias cromosdémicas, e
identificables mediante cariotipificacién convencional. La informacion clinica y el

resultado del analisis citogenético estan contenidos en el cuadro 17.
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Cuadro 12 | Datos clinicos y resultados citogenéticos de los 24 casos de muerte fetal y
neonatal estudiados

TVE

Dx. ingreso

Cariotipo

1| m
2| F
31 F
a| F
5| F
6| M
7| F
g | W
o | E
10| M
1| E
12| F

El

25

34

El
El
El
El
39
37
El

El

690

1800

El
El
1300
El
2100
2650
El

39

47

El

El

47

El
El
37
El
44
52
El

2/0

2/5

El

0/0

El

El
El
El
El
8/9
9/9
El

Muerte in
utero

Muerte in
utero

Muerte in

utero

30 min

4 horas

1 dia
2 dias
3 dias
23 dias
34 dias

3 meses
El

Cardiopatia, LPH

Holoprosoencefalia,
LPH, herrnia
diafragmatica

Sindrome dismérfico

Hipotelorismo,
polidactilia, LPH
LPH bilateral,
hipoplasia pulmonar,
petecas.

Dismorfia en estudio
Sindrome dismorfico,
fetopatia diabética

Sx. de Dandy Walker

Sindrome dismérfico
Meningocelo occipital,
LPH derecho.
Ambigliedad genital

Sindrome dismorfico

47,XX,+13[20]

Sin éxito en el cultivo

Sin éxito en el cultivo

47XX,+13[20]

47,XX,+13[20]

Metafases no analizables
46,XX[20]

Sin éxito en el cultivo
Metafases no analizables
Metafases no analizables
45,X[21]/47,XYY[3]/46,XY[1]

Metafases no analizables

LPH = labio y paladar hendido, El = expediente incompleto, Sx. = Sindrome.
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Cuadro 12 | Datos clinicos y resultados citogenéticos de los 24 casos de muerte fetal y
neonatal estudiados (continuacion)

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Sexo SDG
M El
El El
El El
El El
El El
El El
F El
M El
M El
F El
F 25
F El

(

Peso Talla

) (cm)
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El
El El

APGAR

El

El

El
El

El

El

El

El

El

El

El

El

El

El

El
El

El

El

El

El

El

El

El

El

Dx. ingreso

Sindrome dismorfico
Sindrome dismorfico

Sindrome dismorfico

Probable trisomia 13
Probable Sx. de Down
Sindrome dismérfico
Sindrome dismorfico
Probable trisomia 18

Probable cardiopatia

congénita
Probable trisomia 18
Sindrome dismorfico

Sindrome dismorfico

Cariotipo

Sin éxito en el cultivo
46,XY[20]

46,XX[20]

Sin éxito en el cultivo
Sin éxito en el cultivo
Sin éxito en el cultivo

Sin éxito en el cultivo

Metafases no analizables

Sin éxito en el cultivo
Sin éxito en el cultivo
45,X [15]

47,XX,+18 [20]

LPH = labio y paladar hendido, El = expediente incompleto, Sx. = Sindrome.
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e Sexo: Once productos eran femeninos, 8 eran masculinos y 1 tenia ambigiedad
genital, su cariotipo es 45,X[21]/47,XYY[3]/46,XY[1]. De 4 casos no se
conoce el sexo del producto por que el expediente no contiene la
informaciéon y tampoco se pudo determinar mediante el analisis
citogenético debido a que la muestra no creci6 o bien el material no
permitié realizar el andlisis cromosomico.

e Semanas de gestaciéon (SDG): el rango es de 25 hasta 39 semanas de
gestacion; el expediente de 18 casos no posee esta informacion.

e Peso: oscila entre 690 g y 2.650 kg; de 17 productos no se cuenta con esta
informacion.

e Talla: hay productos de 37 cm hasta 52 cm, no se obtuvo esta informacién del
expediente de 18 productos.

e APGAR: es el primer examen médico que se realiza a los recién nacidos, se lleva
a cabo a los minutos 1 y 5 posteriores al parto, para evaluar rapidamente la
condicién fisica de los recién nacidos y para determinar la necesidad inmediata
de cualquier tratamiento adicional o emergencia médica. En un rango de 0 a 10
puntos, a menor valor la salud del producto estd mayormente comprometida. Los
valores de APGAR fueron 0/0, 2/0, 2/5, 8/9 y 9/9, 19 expedientes no tienen este
dato.

e Tiempo de vida extrauterino (TVE): en este trabajo sélo es aplicable en muerte
neonatal. Esta cuantificado en minutos, horas, dias o0 meses. En los casos de
muerte fetal se indica que no hubo tiempo de vida extrauterino pues la muerte
ocurrié in utero. En 13 casos no se posee este dato.

e Diagndstico de ingreso: fue realizado por los médicos genetistas que atendieron
cada caso.
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Casos
cultivados
24
100%
| |
Crecimiento Crecimiento
celular celular no
adecuado adecuado
58.3% 41.7%
Preparaciones Preparaciones
analizables no analizables
64.3% 35.7%
Casos con Casos con
cariotipo o |
anormal cario |p:03norma
6667% 33.3%
Trisomias De cromosomas
autosomicas sexuales
4 2
44 .4% 22.2%

Figura 6 | Diagrama de resultados de los 24 casos de muerte fetal y neonatal estudiados
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41,7%

58,3%

M Cultivo exitoso @ Cultivo no exitoso

Figura 7 | Exito en el cultivo de fibroblastos a partir de biopsias de piel de los casos estudiados
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35,7%

? 64,3%
\\,\ e

@ Metafases analizables m Metafases no analizables

Figura 8 | Metafases analizables en las preparaciones cromosomicas de los casos estudiados
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T~ 66,7%

TTTTe——EEET———

@ Cariotipo anormal = Cariotipo normal

Figura 9 | Frecuencia de anomalias cromosémicas en los casos analizables de muerte fetal y neonatal con
anomalias congénitas
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Cariotipo normal (33.3%)

OTrisomias autosomicas (44.4%)

B Anomalias en los cromosomas
sexuales (22.2%)

Figura 10 | Anomalias cromosomicas encontradas en los casos de muerte perinatal con anomalias
congénitas estudiados
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La figura 6 es un diagrama que desglosa los resultados de los casos estudiados y su
representacién grafica se observa en las figuras 7 a 10, asi mismo los resultados de

este trabajo se comparan con estudios previos en las figuras 11 a 14.

Catorce muestras (casos 1, 4-7, 9-12, 14, 15, 20, 23 y 24), que representan el 58.3%,
crecieron hasta que la confluencia celular fue adecuada para hacer preparaciones
cromosOmicas, esto se observa en la figura 7. A partir de estos se realizaron
preparaciones con bandeo GTG, se obtuvieron metafases analizables en 9 de los
casos, los cuales representan el 64.3% de los casos con crecimiento celular adecuado,
los numeros de estos casos eran 1, 4, 5,7, 11, 14, 15, 23 y 24, esto se observa en la

figura 8.

Como resultado del andlisis citogenético se determind que 6 (66.7%) de los 9 casos
analizados, poseian un cariotipo anormal (casos 1, 4, 5, 11, 23 y 24) y 3 (33.3%) de los
casos tenian un cariotipo normal, esto se observa en la figura 9. Los tipos de anomalias
cromosdémicas encontrados fueron trisomias autosémicas, en 4 casos (1, 4, 5y 24), los
cuales representan el 44.4% y anomalias de los cromosomas sexuales en 2 casos (los
nuamero 11y 13) que son el 22.2%. Esto se muestra en la figura 10.
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. 7007 69,0
X
= 680 -
o
2
* 66,0 -
=
o
< 64,0 62,7
c
Q 62,0 -
]
x
X 60,0 -
v 58,3
(]
T 58,0 -
9
2 560 -
(]
o 54,0 -
w ’
- -
[ ¥ el
52,0 T T T 1
En este trabajo Wapner y Lewis Kuleshov Smith, et. al.

Figura 11 | Exito en el cultivo de fibroblastos a partir de biopsias de piel. Con datos de: Wapner y Lewis, 2002;
Smith, et. al. 1995; Kuleshov, 1978.

-55.-



Resultados y analisis de resultados

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

Frecuencia de metafases analizables (%)

0,0

64,3

En este trabajo

Smith et. al.

Figura 12| Metafases analizables en las preparaciones cromosomicas. Con datos de: Smith, et. al. 1995.
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Figura 13 | Anomalias en el cariotipo en casos de muerte perinatal con anomalias congénitas. Con datos de:
King y Warren 2006; Forrester 2004; Wapner y Lewis, 2002; Smith, et. al. 1995; Kuleshov, 1994; Pagacova, 1990.
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45,0 - 44,4
40,0 - (
35,0 -
30,0 -
25,0 22,2
20,0 -

15,0 -

Frecuencia (%)

10,0 -

3,8
| iromne] : —.
0,0 a T 1
Trisomias Anomalias en los
autosomicas cromosomas sexuales
Anomalia cromosdmica

W En este trabajo i Kuleshov, 1994

Figura 14 | Clasificacion y frecuencia de anomalias cromosdmicas en casos de muerte perinatal con
anomalias congénitas. Con datos de: Kuleshov, 1994.
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Wapner y Lewis (2002), reportan 62.3% de crecimiento de biopsias de piel provenientes
de casos de muerte fetal y neonatal con anomalias congénitas, Smith, et. al. (1995)
reporta 69% y Kuleshov (1978) 5.4%, en este trabajo se obtuvo 62.7%, esto se observa
en la figura 11. Se obtuvo un 64.3% de metafases analizables en las preparaciones
cromosomicas, Smith, et. al. (1995) reporta un valor de 65.0%, esto se observa en la
figura 12.

La figura 13 muestra la proporcion de anomalias de cariotipo obtenidas en este trabajo
en comparacion con los reportes de seis estudios previos en casos de muerte perinatal
con anomalias congénitas. King & Warren (2006) indican en su reporte que hallaron
anomalias cromosdmicas en un 25.5%, Forrester (2004) hall6 anomalias en el cariotipo
del 5% de los casos de muerte fetal y neonatal con anomalias congénitas que analizo,
Wapner & Lewis (2002), encontraron 9.0% de anomalias en el cariotipo en sus estudios,
Smith, et. al. (1995) reporta que encontré cariotipos anormales en un 20.3%, Kuleshov
(1994) informa que obtuvo 12.7% de cariotipos anormales y Pagacova (1990) reporté
8.3% de anomalias en el cariotipo. En este trabajo se encontraron anomalias en el
cariotipo en 66.7% de los casos analizados, éste es un porcentaje que no cae dentro
del rango reportado en estudios previos de muerte perinatal con anomalias congénitas,

pues el mas alto es el encontrado por King y Warren (2006), el cual es de 25.5%.

En los casos analizados en este trabajo se encontraron trisomias autosémicas en un
44.4%, Kuleshov (1994) reporté en un estudio semejante un porcentaje de 3.8%,
también se encontraron anomalias en los cromosomas sexuales en la parte
experimental de este trabajo en un 22.2% de los casos analizados, Kuleshov (1994)
reportd 2.4%. Se observa en la figura 14 que coinciden en que el tipo de anomalia
cromosOmica mas frecuente en casos de muertes fetales y neonatales con anomalias
congénitas, son las trisomias autosdémicas, seguidas de las anomalias de los

cromosomas sexuales.
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Cuadro 13 | Anomalias cromosémicas encontradas en casos de muerte fetal y neonatal con anomalias

congeénitas
Tipo de anomalia Casos estudiados Casos de muerte Casos de Neonatos con
cromosomica en este trabajo perinatal muerte fetal anomalias congénitas

Trisomias autosdmicas +13 +13%¢ +13%9 +130¢
+18 L1839 +1889f +18b°
0qa +21°9 +21°¢
+
+22°
Anomalias en los 45, X2 45, X9 45, X°
cromosomas sexuales 45,X 47, XYY?
45,X/47,XYY/46,XY

46, XX/46, XY?2

Con datos de Kuleshov, et. al., 1978
Con datos de Hernandez, et.al., 1990
Con datos de Benitez, 1992

Con datos de Machin, 1999

Con datos de Hassold y Hunt, 2001
Con datos de Brent, 2004

Con datos de Silver, et.al., 2007

@~oooow
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Respecto a los casos en los cuales se identificaron anomalias congénitas se obtuvo
que el caso 1 era un producto de muerte fetal, present6 cardiopatia y LPH; el caso 4
presentd hipotelorismo, polidactilia y LPH, murié a los 30 minutos de nacer; el caso
5 presentdé hipoplasia pulmonar, petecas y LPH bilateral, murié a las 4 horas de

haber nacido. Estos tres casos tenian cariotipo 47,XX,+13[20].

El caso 24 tenia cariotipo 47,XX,+18 [20], el cariotipo del caso 23 es 45,X [15]. En
ambos casos el expediente no informa las anomalias congénitas que presentaron ni
si murieron antes o después de nacer. El caso 11 tenia ambigledad genital, vivio
tres meses, su cariotipo es 45,X[21]/47,XYY[3]/46,XY[1]. Asi que las trisomias
autosomicas encontradas en los casos analizados fueron de los cromosomas 13, en
un caso de muerte fetal y dos de muerte neonatal y 18 en un caso del cual no se
sabe si la muerte fue fetal o neonatal. Las anomalias de los cromosomas sexuales
fueron 45,X/47,XYY/46,XY en un caso de muerte neonatal y 45,X en el cual tampoco

se recopilé el momento de la muerte. Esta informacién se muestra en el cuadro 13.

Machin (1999) reporta como las anomalias cromosémicas involucradas en casos de
muerte perinatal a las trisomias autosémicas de los cromosomas 13 y 18. Kuleshov
et. al., (1978) ademas de éstas reporta las trisomias de los autosomas 22 y 21 asi
como las anomalias de los cromosomas sexuales 46, XX/46, XY, 47, XYY y 45, X, la
triploidia 69, XXX y la anomalia estructural 46, XX, 13g-, Los resultados de este
trabajo estan acordes con los autores aun cuando estos no manifiesta alguna

relaciébn de manera explicita con las anomalias congénitas.

Hassold y Hunt (2001) por su parte mencionan que las aneuploidias mas comunes
en muertes fetales son las trisomias de los autosomas 13, 18 y 21 pero no
mencionan las anomalias en casos de muerte neonatal ni relacionan sus resultados
con anomalias congénitas. En este trabajo se encontré que el caso 1, que sufrié
muerte fetal, tenia trisomia 13. El trabajo de Hassold y Hunt (2001) sefiala que los
casos 45X son mas frecuentes en abortos espontaneos, sin embargo en este trabajo
los casos 23 y 11 tenian los cariotipos 45,X y 45,X/47,XYY/46,XY, respectivamente.
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Por su parte Silver, et. al., (2007) reportan que las anomalias cromosomicas
encontradas en casos de muerte fetal incluyen casos con trisomia 21, trisomia 18,
trisomia 13 y 45,X. Los resultados de este trabajo estan acordes pese a que no hay
certeza de que el caso 23 sea de muerte fetal, pues a diferencia de Hassold y Hunt
(2001), Silver, et. al., (2007) incluye los casos 45,X, asi se reitera que las trisomias
autosomicas y las anomalias de los cromosomas sexuales son el tipo de anomalia
cromosomica mas frecuente en casos de muerte fetal, en este trabajo también se
encontré un caso de muerte neonatal con un mosaico del 45,X con una linea celular
47,XYY y una normal; sin embargo Silver, et. al., (2007) no menciona las anomalias
cromosoémicas relacionadas con la muerte neonatal y tampoco las relaciona con

anomalias congénitas.

Brent (2004) senala que la trisomia 18 es una anomalia cromosémica comun tanto
en casos de muerte fetal como en muerte neonatal e igual que los autores anteriores
no menciona si los casos analizados en su estudio presentaban anomalias
congénitas ni la relacién entre éstas y las anomalias cromosémicas que encontrd. El
caso numero 24 presento el cariotipo 47,XX,+18 [20], este resultado concuerda con
los que indica Brent (2004) aun cuando se desconoce si murié antes o después de

nacer.

Sin embargo Hernandez, et.al., (1990) si relaciona las anomalias congénitas con
aberraciones cromosémicas. Reporta como anomalias cromosémicas mas
frecuentes en neonatos con anomalias congénitas a las trisomias de los autosomas
13, 18 y 21 y como anomalia de los cromosomas sexuales a la monosomia 45,X, sin
embargo no indica las anomalias cromosdmicas para casos de muerte fetal con

anomalias congénitas ni relaciona sus resultados con la muerte perinatal.

Benitez (1992) a diferencia de Hernandez, et.al., si estudia casos de muerte
perinatal e indica que las anomalias cromosdémicas que se observan con mayor
frecuencia en recién nacidos muertos con malformaciones congénitas, son las
trisomias de los autosomas: 21, 13 y 18, segun su reporte, se presentan en un 44%

de los casos, pero no incluye casos de muerte fetal en su estudio. Los resultados de
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este trabajo coinciden en la presencia de trisomias autosémicas pero no en las
anomalias de los cromosomas sexuales que son casos 45,X y 45,X/47,XYY/46,XY,
como ya se mencion6 Hassold y Hunt (2001) mas de una década después indican
que los casos 45,X son mas comunes en abortos espontaneos, también sefiala que
los casos 47,XYY junto con las trisomias 13, 18 y 21 son més comunes en nacidos
vivos, el caso 11 a pesar de tener una linea 45,X llegé a término pues tiene una
linea celular 47,XYY ademas de una normal, con lo cual se incrementé su
posibilidad de sobrevivir hasta el periodo neonatal, pero su muerte puede deberse a
un alto numero de células 45,X, pues es la Unica linea celular con un complemento
incompatible con la vida. En cuanto al caso 23, del cual no se sabe si la muerte fue
fetal o neonatal, no debe descartarse la presencia de un mosaico en baja proporcion

que igualmente pudo incrementar su viabilidad.
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6. Discusion

Los 24 productos analizados tenian mas de 25 semanas de gestacion y pesaban
mas de 500 gramos. Los recién nacidos vivos en general tienen un tiempo de vida
extrauterina no mayor a un mes. Por lo tanto estan clasificados como casos de
muerte fetal y neonatal y de manera global como casos de muerte perinatal
(Cartlidge, 2001; Silver, et. al., 2007; Lee, 2001). Smith, et. al. (1995) en su estudio
probaron el cultivo de varios tejidos para realizar analisis citogenético en casos de
muerte perinatal y encontré6 que la placenta fue mas viable que otros tejidos,
seguida de la piel, después por el cartilago y finalmente el musculo. En la parte
experimental de este estudio se usaron biopsias de piel provenientes de cada
producto de muerte perinatal pues los cuerpos generalmente llevaban muertos

varias horas.

Se obtuvo crecimiento adecuado en cerca del 60% de los casos, este resultado es
cercano al reportado por Wapner y Lewis (2002), Kuleshov (1978) y Smith, et. al.
(1995). Los casos que no crecieron probablemente perdieron viabilidad porque la
muestra no fue tomada con la asepsia adecuada, por errores de manipulacién de

la muestra y por el retraso del tiempo de muestreo después de la defuncion.

Smith, et. al. (1995) reportaron que en los casos de muerte fetal esto es crucial,
pero los cultivos de casos de muerte neonatal pueden crecer exitosamente hasta
alrededor de 3 dias posteriores al fallecimiento. Sin embargo, al procesar las
muestras de este trabajo se observé que aquellas tomadas hasta no mas de un
dia después de la muerte del infante son mas viables para realizar el cultivo que
las tomadas mas de un dia después de la muerte.A partir de las muestras que
crecieron adecuadamente se realizaron preparaciones cromosémicas segun la
metodologia descrita y se obtuvieron metafases analizables en cerca del 65% de
los casos de manera muy semejante a lo reportado en la literatura por Smith, et.
al. (1995). Las preparaciones en las que no se encontraron metafases adecuadas
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para ser analizadas se deben a contaminacién con levaduras y tratamiento brusco
de la preparacibn con solucibn hipoténica o fijador, lo cual generd
empobrecimiento de la calidad morfolégica de los cromosomas y metafases
incompletas, impidiendo asi determinar el cariotipo de los productos.

En las preparaciones que tenian metafases aptas para realizar el andlisis, se
encontré6 que la proporcién de cariotipos anormales es de cerca del 70%, este
porcentaje resulté mucho mas alto que los reportados por Pagacova (1990),
Kuleshov (1994), Smith, et. al. (1995), Wapner & Lewis (2002), Forrester (2004) y
King & Warren (2006). Esto se debe a que los productos analizados en este
estudio fueron evauados previamente por médicos especialistas que analizaron la
informacioén clinica, principalmente el tipo de maformacion congénita que
presentaron los productos, para suponer que probablemente poseian anomalias
cromosOmica, mientras que los estudios contra los que se compararon los
resultados provienen de productos de muerte fetal y neonatal con anomalias

congénitas, en general sin seleccion previa.

Las anomalias cromosdmicas encontradas fueron trisomias autosémicas y
anomalias en los cromosomas sexuales en un porcentaje mayor que el reportado
por Kuleshov (1994) en aproximadamente un orden de magnitud. Esto también se
explica por la preseleccion realizada por los médicos genetistas que atendieron
estos casos. Sin embargo se observa que tanto en los resultados de este trabajo
como en los reportados por Kuleshov (1994) las trisomias autosémicas son
encontradas en mayor proporcion seguidas por las anomalias de los cromosomas

sexuales.

En este trabajo se encontraron 2 casos de muerte neonatal con trisomia 13 y uno
de muerte fetal, también un caso con trisomia 18 del cual no se reporté el
momento de la muerte. Un caso de muerte neonatal con mosaico
45,X/47,XYY/46,XY y un caso 45,X en el cual tampoco se recopilé el momento de

la muerte. Todas las anomalias encontradas en este trabajo coinciden con las
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reportadas por Machin (1999), Kuleshov et. al., (1978), Hassold y Hunt (2001),
Silver, et. al., (2007), Brent (2004), Hernandez, et.al., (1990) y Benitez (1992), aun
cuando ninguno de ellos estudié las anomalias cromosdmicas existentes en casos
de muerte fetal y neonatal que presentaban anomalias congénitas en conjunto.
Esto se observa en el cuadro 13.

Los resultados obtenidos en este estudio no son tan diferentes comparados con
los reportados en estudios previos, a pesar de que sélo se estudiaron 24
muestras; este numero es pequefio comparado con los reportados en la literatura;
Smith, et. al. (1995) incluyé en su estudio mas de trescientos casos de muerte
perinatal que poseian anomalias congénitas, mientras que King y Warren, (2006)
estudiaron mas de tres mil casos. Sin embargo al analizar los resultados con fines
estadisticos deben considerarse las multiples diferencias en definiciones y
parametros empleados en los estudios reportados y en este trabajo, pues como ya
se habia comentado en los antecedentes, la definicién de muerte perinatal y los
parametros evaluados y sus causas, asi como las diversas condiciones
empleadas al procesar las muestras para realizar el analisis citogenético, son poco
homogéneas, esto influye en la comparacién representativa de resultados de
manera confiable, es por esto que sélo se observa la tendencia en las figuras

realizadas.

A pesar de estas diferencias, los resultados indican que la metodologia realizada
en este trabajo es viable sobre todo con fines de asesoramiento genético para los
padres ya que mas alla de ser indicadores de la salud poblacional, los resultados
de este analisis junto con la asesoria de un médico genetista permiten a la pareja
saber cual es su riesgo para las préximas concepciones y esto influird en las

decisiones en su vida reproductiva futura (Hudson, et. al., 2009).
La proporcién de anormalidades cromosdémicas es mayor en casos de muerte fetal

y neonatal con malformaciones congénitas comparado los infantes aparentemente

normales. Realizar el analisis citogenético en casos de muerte fetal y neonatal es
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importante por que una proporcion substancial de estos casos puede ser atribuida
a causas genéticas, la mayoria de las etiologias genéticas simples son
anormalidades de cariotipo, éstas estan presentes en 6-12% de los casos
(Wapner y Lewis, 2002; Cristianes, et. al. 2000), sin embargo, en muchos
ocasiones no es posible cultivar células exitosamente para determinar el cariotipo,

por lo que las anormalidades cromosdmicas probablemente estan subestimadas.

En cuanto a los casos en los que el cariotipo no fue anormal no debe descartarse
la probabilidad de que existan anomalias cromosdmicas que no son detectables
debido al nivel de resolucién del andlisis. Flint y Knight (2003) indican que hay
varias anormalidades genéticas que probablemente contribuyan a los casos de
muerte fetal y neonatal que no son identificadas por analisis citogenético
tradicional, como ejemplo estan las microdeleciones y microduplicaciones
cromosomicas, que son indetectables por cariotipo convencional. La muerte fetal
temprana puede estar asociada con mutaciones de genes individuales, algunos
desordenes recesivos autosémicos incluyen enfermedades de almacenamiento de
glicbgeno y hemoglibinopatias como causa de muerte fetal (Wapner y Lewis,
2002).

Faye-Petersen, (1999) indica que muchos fetos muertos in dtero con cariotipos
normales tienen anormalidades genéticas, Wapner & Lewis (2002) sefala en que
los casos de muerte fetal sometidos a autopsia, del 25 al 35% tienen
anormalidades congénitas que incluyen malformaciones individuales (40%),
malformaciones multiples (40%) y deformaciones o displasias (20%), mas no debe
olvidarse la caracteristica multifactorial de las mismas. Debe considerarse que
habra casos en los que no se detecte alguna anomalia cromosémica debido a que
su tamafo sea menor al nivel de resolucion de la citogenética convencional, sin
embargo las técnicas moleculares como el CGH, la FISH y los microarreglos
incrementan las posibilidades de proporcionar asesoramiento genético a la familia
al permitir detectar anomalias cromosdmicas en un mayor numero de casos
(Silver, et. al., 2007).
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7. Conclusiones

1. Se detectaron anomalias cromosémicas en casos de muerte fetal y
neonatal, que poseian anomalias congénitas, en un 66.7% de los casos
estudiados, a partir del cultivo de fibroblastos a mediano plazo, de

biopsias de piel.

2. Se realizé el cultivo de fibroblastos a partir de biopsias de piel
provenientes de casos de productos con muerte fetal o neonatal con

anomalias congénitas con éxito 58.3% de los casos.

3. Fue posible realizar bandeo cromosémico con la técnica de bandas GTG
en las preparaciones cromosémicas para analizarlas obtenidas en un
64.3% de los casos., las anomalias cromosdmicas encontradas fueron
trisomias de los cromosomas 13 y 18, un caso con cariotipo 45,X y otro
con el mosaico 45,X/47,XYY/46,XY.

4. Se compararon los resultados obtenidos en este trabajo con la

informacion reportada en la literatura.

5. Se mostré que la metodologia desarrollada es util en el diagnéstico de
casos de muerte fetal y neonatal que poseen anomalias congénitas y
que el cultivo de biopsias de piel provenientes de casos de muerte fetal y
neonatal con anomalias congénitas es un método alternativo al cultivo
de muestras de sangre periférica después de la defuncién, usadas de

manera convencional.
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ANEXO. Muerte perinatal

La muerte perinatal, ademas de ser un indicador de salud publica, es un tema muy
delicado a nivel familiar, conlleva implicaciones emocionales, éticas, religiosas y
legales. La determinacién de la etiologia puede ser fundamental para la vida
reproductiva futura de la pareja afectada (Silver, et. al., 2007). La epidemiologia
perinatal involucra la revision de los estandares de valoracion de la atencién
prestada a los pacientes y la clasificacion de las muertes perinatales en
correlacién a nivel nacional o regional. La tasa de muerte perinatal es usada por la
epidemiologia perinatal como un resumen estadistico para la evaluacién de la
calidad de la atencion perinatal. Se ha evidenciado que la epidemiologia
descriptiva es el precursor para identificar areas en las que el cambio objetivo de
la practica clinica mejora los resultados en la atencién y asesoramiento al paciente
(King, 2006).

La muerte perinatal tiene una definicion controvertida y poco homogénea en
cuanto a los parametros médicos y legales que la delimitan, varia entre
investigadores, paises, organizaciones de salud y esquemas de clasificacién. Esto
dificulta evaluar el impacto poblacional que estas muertes ejercen como indicador
de salud publica, por esto se han hecho diversos intentos para unificar estos
criterios. El parametro comunmente empleado es el numero de semanas de
gestacion del producto. Respecto al peso al nacer, la Organizacién Mundial de la
Salud ha recomendado que la estadistica perinatal incluya sélo fetos e infantes
muertos mas de 5009 al nacer, (Cartlidge, 2001)

La muerte fetal es la muerte in dtero con edad gestacional mayor a las 28
semanas, pero existen informes en los que se considera un margen mas amplio
de hasta 24 o incluso 20 semanas de gestacién, aproximadamente la mitad de los
casos ocurre antes de las 28 semanas de gestacién y alrededor del 20% llegan o
estan muy préximos al termino de la gestaciéon (Silver, et. al., 2007). La muerte
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neonatal esta definida como la muerte de recién nacidos vivos durante la primera

semana de vida o bien en el primer mes (Lee, 2001).

La revision de las circunstancias y caracteristicas clinicas de los casos de muerte
fetal y neonatal se practica de manera estdndar en maternidades y hospitales
pediatricos de paises desarrollados. Se han encontrado como factores
responsables de muerte perinatal diversas contribuciones patoldgicas, clinicas y
sociales. La proporcion de muertes perinatales se modifica en funcion de estos
factores. (King, 2006 y Guildea, 1995).

Un ejemplo es la disparidad racial, en 2001 la proporcién de muertes neonatales
fue de 5.5 por cada 1 000 nacidos vivos en madres blancas y 12.1 por cada 1 000
nacidos vivos en madres negras. De acuerdo a un estudio estadistico realizado en
EEUU entre 1995 y 1998, el incremento del riesgo en muertos fetales en negros
es mayor que en blancos (Salihu, 2004). A pesar de la magnitud del problema,
relativamente poca atencién ha sido enfocada con el paso de las décadas, por
consiguiente no hay certeza respecto a como evaluarlos (Silver, et. al., 2007).

Esto ha llevado a varios sistemas de clasificacién de muerte perinatal. No hay un
sistema que sea universalmente aceptado y cada uno tiene ventajas y
desventajas. El primer intento para clasificar las causas de muerte perinatal fue
publicado por Baird et. al., (1954) usando la clasificacién clinico patolégica de
Aberdeen, este esquema estaba basado en la informacién clinica disponible. En
1958 Butler y Bonham desarrollaron una clasificacién nueva basada en un estudio
de mortalidad perinatal britanico que incluye los resultados de examenes
postmortem (Silver. et. al., 2007).

En 1977 Naeye anadié hallazgos en placentas en su propuesta de una nueva
clasificacion de muerte perinatal en funcién a la etiologia. Realizé un estudio en 53
518 casos, 80% eran muertes perinatales, como causas subyacentes encontrd
que el 17% de las muertes se debieron a infecciones en el fluido amniético, 11% al
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desprendimiento de la placenta, 10% a ruptura prematura de membranas, 6% a
intensos infartos placentarios y el resto a mas de 20 deso6rdenes especificos
adicionales. (Silver. et. al., 2007).

En 1980 Wigglesworth y colaboradores aportaron las nueve categorias del sistema
de clasificacion que es mas comunmente usado para reportar los tipos de
mortalidad perinatal. (Wigglesworth, 1980 y Hey, 1986). A continuacién se muestra
el cuadro 14 que resume dicha clasificacién. En ella se observa como causa de
muerte perinatal, enumerada en primer lugar, al conjunto de malformaciones o

defectos congénitos, seguida por inmadurez, infecciones, entre otras.

Cuadro 14 | Clasificacion Wigglesworth

Malformaciones o defectos congénitos (letales o severos)
Muerte fetal inexplicable previa al parto

Infeccion

Muerte por asfixia intraparto, anoxia o trauma

e Muerte debido a otras causas especificas

e Muerte debido a accidentes o traumas no intrapartos

e Muerte infantil repentina por causas desconocidas

¢ No clasificados

Adaptado de King, 2006

La etiologia en muchos casos de muerte fetal y neonatal es dificil de determinar
debido a que mas de una condicion puede contribuir a la etiologia (Silver. et. al.,
2007), los parametros que las definen no es clara y muchos sistemas incluyen
tanto muertes fetales como neonatales bajo el mismo titulo de mortalidad perinatal
pese a que tienen diferentes etiologias, aun cuando posean puntos de
coincidencia, pero estan agrupados en distintos estados de enfermedad (Lee,
2001). La etiologia para la muerte neonatal podria no ser relevante para la muerte
fetal por eso es importante considerarlas y clasificarlas individualmente (Silver. et.
al., 2007).

Debido a que la morbilidad y la mortalidad neonatal pueden tener diferentes
etiologias y mecanismos patogénicos, en un intento de tratar la etiologia de las
muertes fetales de manera aislada a la de las muertes neonatales, Gardosi et. al.
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(2005) propuso un nuevo esquema de clasificacion en el cual la muerte neonatal
ha sido excluido, el objetivo es identificar las condiciones presentes relevantes al
tiempo de la muerte in utero. Es una clasificacion jerarquica que surge a partir de
las condiciones que afectan directamente al feto y se traslada hacia grupos
anatémicos (Gardosi et. al., 2005). El cuadro 15 muestra dicha clasificacién.

Cuadro 15 | Clasificacion ReCoDe (condiciones relevantes de muerte)

Feto Liquido amnidtico
Anormalidad congénita letal Corioamnionitis
Infeccién Oligohidramnios
Cronica (TORCH) Polihidrmnios
Aguda Otros
Hydrops no inmune Utero
Isoinmunizacién Rupturas
Hemorragia fetomaterna Anormalidades uterinas
Transfusién gemelo-gemelo Otros

Asfixia intra parto

Restriccion del crecimiento fetal Madr eD'
Otros iabetes

Enfermedad tiroidea
Hipertension esencial
Enfermedad hipertensiva en el

Cordon umbilical
Prolapse
Bucle o nudo de constricciéon

Velamentous insertion erpbarazo

Otros Smldromg _ de Lupus /
antifosfolipidos

Placenta Colestasis

Abruptio Abuso de drogas

Previa Oftros

Vasa previa Traumas

Placental infarction Externos

Otras insuficiencias placentarias latrogénicos

Otros Inclasificado
Condiciones relevantes no
identificadas

Informacion no disponible

Adaptado de Gardosi, 2005

En el cuadro 15 se observa que las malformaciones congénitas provocan muerte
fetal, condicién también presente en la clasificacion de Wigglesworth como causa
de muerte perinatal. Sin embargo, esta clasificacién no contempla los casos de
muerte neonatal. La Sociedad Perinatal de Australia y Nueva Zelanda (PSANZ)
desarroll6 y probé un sistema para la clasificacion de muerte perinatal, como parte

de un proceso global de auditoria de la mortalidad perinatal, que si incluye los
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casos de muerte neonatal, este sistema es conocido como el sistema de
clasificacion de muerte perinatal PSANZ; el cual se divide en: 1. Clasificacion de
muerte perinatal PSANZ (PSANZ-PDC) y 2. Clasificacion de muerte neonatal
(PSANZ-NDC) (King y Warren, 2006).

El propésito de la clasificacion PSANZ-PDC (Clasificacién de muerte perinatal de
la Sociedad Perinatal de Australia y Nueva Zelanda) es identificar los factores
maternos y fetales mas importantes que resultan en muerte fetal y neonatal. La
clasificacion complementaria es la denominada PSANZ-NDC (Clasificacion de
muerte neonatal de la Sociedad Perinatal de Australia y Nueva Zelanda) ya que
identifica las condiciones clinicas mas importantes por las que ocurre la muerte en
el periodo neonatal) (King y Warren, 2006). Las principales categorias de este

sistema son:

PSANZ-PDC PSANZ-NDC

Anormalidades congénitas Anormalidades congénitas

e Infecciones e Parto prematuro extremo

e Hipertensién e Desoérdenes cardio-respiratorios

e Hemorragia antes del parto e Infecciones

e Condiciones maternas e Causas neurolégicas

e Condiciones perinatales e (Causas gastrointestinales
especificas e Otras

e Hipdxia neonatal

e Restriccion del crecimiento fetal

e Pretérmino espontaneo

e Muerte inexplicable antes del

parto
¢ Antecedentes no obstétricos

Con datos de King y Warren, 2006
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Los sistemas de clasificacion PSANZ-PDC y PSANZ-NDC enlistan en primer lugar
las anomalias congénitas como causa de muerte fetal y neonatal. La mayoria de
las causas enlistadas no cumplen los criterios para ser causas inevitables de
muerte perinatal, con excepcion de las malformaciones congénitas pues son

incompatibles con la vida (Silver, et. al., 2007).

8.1. Anomalias congénitas como causa de muerte fetal y neonatal

King y Warren (2006) realizaron un estudio en la ciudad australiana Victoria del
ano 2000 al 2004 para mostrar la aplicacion del sistema de clasificacion de muerte
perinatal PSANZ. Analizaron la proporcidon de muertes fetales y neonatales en
3485 casos de muerte perinatal que tienen una incidencia de 1 115/ 1 000 000
nacidos vivos, la incidencia para los casos de muerte neonatal es de 338 / 1 000
000 nacimientos y para los casos de muerte fetal es de 777 / 1 000 000
nacimientos. Los casos de muerte fetal constituyeron el 69.7% de las muertes
perinatales y los casos de muerte neonatal el 30.3%. Esto se observa en el cuadro
16 y la figura 15.

Cuadro 16 | Nacimientos y muerte

perinatal
P d
! ] Nacidos vivos 312651
B I Muerte fetal 2428 (69.7%)
"—i Muerte neonatal 1057 (30.3%)
—— Muerte perinatal 3485

O

Figura 15 | Muerte perinatal = Muerte fetal

M MNMuerte neonatal

Con datos de King y Warren, 2006

King y Warren (2006) reportan que la cantidad de casos de muerte fetal debidos a
anomalias congénitas es semejante a la de casos de muerte neonatal. El cuadro
17 muestra que las principales causas de muerte perinatal tanto en muerte fetal
como neonatal son las anomalias congénitas, el parto pretérmino espontaneo y la

muerte in utero inexplicable.
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Cuadro 17 | Clasificacion PSANZ-PDC, Victoria 2004, Australia, causas de muerte perinatal

Causa de muerte perinatal | Muerte fetal Muerte neonatal ~ Total
n % n % n %
Anomalias congénitas 493 24.5 360 34.1 853 27.8
Infeccion 37 1.8 23 2.2 60 2
Hipertension 76 3.8 27 2.6 103 3.4
Hemorragia placentaria 159 7.9 58 5.5 217 7.1
Condiciones maternas 77 3.8 21 2 98 3.2
Condiciones perinatales especificas 167 8.3 84 7.9 250 8.2
Hipoxia neonatal 42 2.1 68 6.4 110 3.6
Restriccion de crecimiento fetal 176 8.8 12 1.1 188 6.1
Pretérmino espontaneo 228 11.3 364 34.4 592 19.3
Muerte in dtero inexplicable 555 27.6 - - 555 18.1
Antecedentes no obstétricos - - 40 3.8 40 1.3
Total 2010 100 1057 100 3065 100

Con datos de King y Warren, 2006
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La figura 16 muestra la proporcion de cada una de las causas de muerte fetales y
en cuanto a las anomalias congénitas incluye la proporcion correspondiente a
embarazos concluidos por anormalidades. Los procedimientos de término del
embarazo de las muertes perinatales en un 65% son atribuidos a anormalidades
congénitas. El término del embarazo en casos con malformaciones congénitas no
letales y por indicaciones psicosociales infla en niumero de casos y afecta la
utilidad de la tasa de mortalidad perinatal como un Indicador de salud publica; es
necesario considerar esto cuando se interpreta y compara la tasa entre

instituciones y jurisdicciones (King y Warren, 2006).

Antecedentes no obstétricos 1%

Anormalidades
congénitas 10%

Anteparto
inexplicable 17%

Termino de embarazo
por anormalidades
congénitas 18%

Condiciones maternas 3%

Pretérmino
espontaneo 19%

Infecciones 2%

Hipertension 3%
Restriccion del

e o
crecimiento fetal 6% Hemorragia anteparto 7%

Hinoxia perinarto 4%
Condiciones perinatales 8%

Figura 16 | Causas de muerte perinatal PSANZ-PDC. Victoria 2000-2004. Con
datos de King y Warren, 2006
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El sistema de clasificacion de Wigglesworth et. al. (1980), el de Gardosi et. al.
(2005) y el de King y Warren (2006), coinciden en que las anomalias congénitas
son una de las principales causa de muerte fetal y neonatal. En el cuadro 17 se
observa que las anormalidades congénitas contribuyen 24.5% a la mortalidad
perinatal. En 2002 mas del 20% de las muertes de infantes se atribuyeron a
anomalias congénitas (Nussbaum, et. al., 2007).

Las malformaciones congénitas severas ocurren en el 3% de los nacimientos,
éstas incluyen defectos de nacimiento que causan muerte, hospitalizacion, retraso
mental entre otros. Cada ano en los Estados Unidos 120 000 recién nacidos nacen
con defectos severos de nacimiento de los cuales 11% se deben a causas
genéticas (Brent, 2004).

La tasa de mortalidad perinatal extendida (EPM) es un parametro estadistico para
analizar la mortalidad perinatal en casos de malformaciones congénitas. Esta
definida como el nimero de recién nacidos muertos o que murieron hasta 28 dias
después de haber nacido por cada 10 000 nacidos totales (vivos y muertos).
Segun un estudio realizado en Inglaterra el valor de EPM para anomalias
cromosomicas fue de 1.5 / 10 000 nacidos totales, que equivale a un 0.15%.
(Neasham, 2001)

En una pequena proporcion de muertes por anormalidades congénitas existe la
posibilidad de la prevenciéon primaria, como ejemplos estan la suplementacién
preconceptiva apropiada de acido félico la cual previene defectos de tubo neural y
la reduccién en la exposicién a teratégenos conocidos como el valproato, sin
embargo la muerte por malformaciones congénitas es en general considerada
“ineludible”, en la mayoria de los casos la intervencion terapéutica esta fuera del
alcance; en cuanto a la prevencion secundaria para la reduccién de la contribucién
de las anormalidades congénitas, los avances en el conocimiento de la
embriogénesis permiten hacer un examen y diagndstico de anormalidad mas
exacto a fin de terminar la gestacion, de ser necesario, antes de las veinte

semanas (Nussbaum, et. al., 2007).
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