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RESUMEN
El aborto espontaneo es un problema clinico comun, el cual sucede en un 10 a
15% de los embarazos conocidos, a pesar de existen factores etioldgicos
asociados, se conoce que cerca de un 50% de estos ocurre por alteraciones

cromosomicas ya sean del tipo numeérico o estructural.

El estudio que se realiza para la deteccion de estas es el cariotipo con bandas G;
a través del cultivo de tejido del feto, liquido amnidtico o cordon umbilical; sin
embargo presenta algunas desventajas, como la contaminacién celular, y una
resolucion de 5-10 Mb, no detectando algunas microdeleciones. Por ello se ha
implementado en este estudio una técnica que con ayuda de la biologia molecular,
como lo es la técnica de Hibridacion Gendémica Comparativa (CGH), evitando el

cultivo de tejidos, es decir el uso del ADN gendmico con una resolucién de 3-5 Mb.

En este estudio se estandarizé la técnica de CGH para ser implementada en el
Hospital Juarez de México, con un total de 11 muestras recolectadas con menos
de 20 sdg; encontrando que cerca del 77.7% presentdé anomalias cromosémicas y
unicamente un 32.3% presentd un cariotipo normal, descartandose dos muestras
qgue no contaban con el material suficiente (metafases) para el analisis.

Se encontré que 71.4% pertenece a anomalias del tipo numérico, 14.2% del tipo

estructural y otro 14.2% ambas.

Las monosomias se encuentran mayormente presentes en los casos examinados,
como lo son en el cromosoma X, 14 y una doble monosomia X y 21, seguido por
la unica trisomia 18 y anomalias del tipo estructural representadas con adiciones y
disminuciones en la intensidad de la sefial de grandes segmentos de bases.

Por lo tanto se concluye que la técnica de CGH, permite identificar alteraciones
cromosomicas desbalanceadas, utilizando el ADN gendmico, convirtiéndose en
una técnica complementaria al cariotipo, para dar una explicacion a los padres y

una guia al médico del probable factor etioldgico que tiene esta patologia.

()
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1. INTRODUCCION

El aborto involuntario es considerado como uno de los problemas mas frecuentes
que podrian ocurrir durante el embarazo hasta la vigésima semana de gestacion
en la especie humana, patologia definida por Organizacién Mundial de la Salud
(WHO, 2011) desde 1977 como; “la expulsién o extraccion del embridn o feto de
su madre con un peso de 500g o menos".

Como tal, no se ha determinado exactamente cual es la etiologia o por qué
sucede; sin embargo, los dos unicos factores reconocidos hasta ahora por
diferentes autores en el aborto involuntario son; malformaciones uterinas y
presencia de alteraciones cromosdémicas en productos que pueden ser heredadas
por los padres con reordenamientos cromosdémicos equilibrados, aunque existen
una gran cantidad de estudios de investigacién de otro tipo de riesgos o factores
etiolégicos a los que se asume el aborto (Garcia y col., 2002).

Las alteraciones estructurales se presentan en un 65-70% de los casos; estas
pueden ser del tipo numérico estructural (Levy y col., 2009) se diagnostican a
través del clasico cariotipo de bandas G, que permite analizar el genoma tras la
muerte fetal del organismo con una resolucién de hasta 5Mb, sin embargo, este
método ha presentado desventajas, debido al cultivo celular de tejido, de tiempo
prolongado, ademas de la contaminacion con células de la madre. Por ello
surgieron metodologias de citogenética molecular como; la hibridacion gendmica
comparativa (CGH por sus siglas en ingles) el cual permite a través del ADN
genomico la deteccion de pérdidas y ganancias de ADN en el numero de copias
de uno o varios cromosomas (Van Der Ber y col., 2008), siendo util cuando los
cultivos para la realizacion del cariotipo no son buenos y se obtienen pocas
metafases o son de baja calidad, lo cual permite asi obtener un analisis completo
(Nikitina y Lebedev, 2014).

()
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2. MARCO TEORICO

El aborto espontaneo es un problema clinico comun. Se estima que entre el 10% -
15% de los embarazos clinicamente reconocidos son interrumpidos durante el
primer trimestre (Menten y col., 2009). Este numero deberia aumentar si se tiene
en cuenta aquellos que sucedieron al principio del embarazo, aquellas pérdidas de
embarazo aproximadamente 14 dias después de la concepcion, en la siguiente
menstruacion, y que podria ser confundida con esta. Sin embargo lo poco que se
ha determinado es que este tipo de incidencias es de aproximadamente del 17%
al 22% (Garcia y col., 2002). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
se denomina “aborto espontaneo” el término de la gestacion antes de la vigésima
semana, o si la edad de gestacién no se conoce, el embrién o feto con un peso
menor de 500 gramos (Zeger y col., 2009). Otra definicion segun el Royal College
de Obstetricia y Ginecologia, el aborto espontaneo se puede la pérdida del
embarazo antes de las 24 semanas completas de gestacion (RCOG, 2000). Una
definicion alternativa es la de un embarazo que falla, resultando en la muerte y la
expulsion del embrion o de un feto de 500 gramos de peso 0 menos,
correspondiente a una edad gestacional de hasta 20 semanas. Los abortos se
clasifican como tempranos si ocurren en el primer trimestre (hasta 12 semanas de
gestacion) o tardios (entre las semanas 12 a 24 de la gestacién) (Vargas y Rubio,
2009). Se ha descrito que alrededor del 90% ocurren antes de la semana 12-14
(desde la ultima menstruacion), y sélo el 2.5% se producen después. EI momento
de aborto involuntario las pérdidas rara vez ocurren entre 8,5 y 14 semanas de
gestacion (Porter y Scott, 2005).

2.1. Epidemiologia e incidencia

Cada afio a nivel mundial, 210 millones de mujeres aproximadamente se
encuentran embarazadas y alrededor de 135 millones concluyen exitosamente su
proceso de gestacion. Los 75 millones de los embarazos restantes terminan en
muerte fetal, espontaneo o inducido, de éstos aproximadamente 33 millones son

espontaneos (WHO, 2011). Se estima que entre el 10% -15% de los embarazos

()
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clinicamente reconocidos son interrumpidos durante el primer trimestre (Menten y
col., 2009).

En México en los ultimos afos los egresos hospitalarios para esta patologia, se
han aumentado progresivamente encontrandose para el 2009 16,798 casos
(Fernandez y col., 2012) (Cuadro No. 1). La ENADID (Encuesta Nacional
Dinamica Demogréfica) revela que en el periodo 2004-2009, 45.1% de las mujeres
de 15 a 49 anos reportd al menos un embarazo; 97.3% de éstas tuvo revisidon
prenatal. En ese lapso, mas de la cuarta parte de las mujeres de 45 a 49 anos
que se embarazo6 experimentd una pérdida antes de que el producto fuera viable
(INEGI, 2011).

Para el aino 2011 se ha encontrado que cerca del 14 a 22% de las mujeres
embarazadas experimenta una amenaza de aborto antes de la semana 18 de
gestacion, de estos entre el 73 al 90% de los casos, tal signo corresponde a
amenaza de aborto y, en cerca de la mitad, hay pérdida de la gestacidén por aborto
espontaneo (Garcia y col., 2002).

Finalmente en el aino 2013 en caso especifico del Hospital Juarez de la Ciudad de

México se reportaron 1982 nacimientos y 301 abortos (15.18%).

Cuadro No. 1. Egresos Hospitalarios en el sector salud en un periodo del 2004-2009 en
México.

Egresos Hospitalarios en el sector salud 2004-2009

CAUSA 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Aborto espontaneo 12,735 11,382 11,781 14,374 15,366 16,798
Aborto medico 476 384 255 549 360 433
Otro aborto 693 794 842 1,350 1,850 2,054
Aborto no especificado 87,231 94,176 99,455 97,760 105,440 | 104,737
Intento fallido de aborto 65 64 38 26 26 36
Complicaciones consecutivas | 559 662 607 707 695 741
al aborto
Total general 101,759 | 107,462 | 112,978 | 114,766 | 123,737 | 124,799

(Tomado de Fernandez y col., 2012)
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2.2. Etiologia

Las causas del aborto espontaneo son diversas y complicadas, por ello siguen
siendo una dificultad tanto para el paciente como para el médico determinarlas.
Los factores ya estimados que dan paso a esta patologia son los trastornos
genéticos o alteraciones genéticas, las cuales son responsables de la mitad o mas
de las perdidas gestacionales durante el primer trimestre del embarazo (Castro y
col., 2010), otros son los factores anatémicos que hasta ahora han sido los de
mayor relevancia, pero aun con lo anterior no se descartan algunos problemas
endocrinos, inmunolégicos e infecciosos (Pathak y col., 2010). También es
realmente importante destacar que existe una relacion exponencial de acuerdo a
la edad de la madre y la probabilidad de no llegar con éxito al final del embarazo,
es decir cuando se incrementa la edad la probabilidad de sufrir un aborto
espontaneo es mayor (Castro y col., 2010). Existen otro tipo de factores que son
controversiales y se ven relacionados de acuerdo al entorno de la madre como la
asociacion positiva a la exposicidon ocupacional a pesticidas; y otros que son
debatidos es el consumo o exposicidon de determinadas sustancias durante el
embarazo como lo es el café, el tabaco, el alcohol, ciertas drogas, e incluso el
someter a la madre a cierto estrés psicosocial puede tener como resultado

infertilidad o el fracaso del producto (Arck y col., 2008; Castro y col., 2010).

2.2.1 Factores uterinos (anatémicos).

La prevalencia de anormalidades uterinas congénitas es 6,7% a 7,3% en mujeres
infértiles y 16,7% en mujeres que ya han presentado algun aborto espontaneo, lo
que sefala su importancia relativa en el estudio del trastorno (Pacheco y col.,
2009). Las anormalidades mas pronunciadas son la fusién del conducto Mulleriano
0 cérvix incompetente. El cérvix incompetente es una causa bien reconocida de

pérdida de embarazo al inicio o final del segundo trimestre (Menéndez, 2003).

2.2.2 Factores endocrinos.
Los factores endocrinolégicos pueden originarse en los componentes del eje

sistema nervioso central-hipotalamo hipdfisis-ovario, tal como la controvertida

()
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deficiencia de la fase lutea; pero también pueden deberse a alteraciones en la
tiroides, glandulas suprarrenales, prolactina, insulina, entre otros (Pacheco,
2009).Tradicionalmente, como parte del estudio de los factores desencadenantes
de aborto, se busca un factor endocrino, pero la prevalencia de alteraciones de
dicho factor no es mayor en quien aborta que en la poblacién general, por lo que

dicho estudio algunos autores no lo consideran necesario (Rai y Regan, 2006).

2.2.3. Factores inmunolégicos

Se describen dos problemas inmunologicos como causas (Garcia y col., 2002):

o Aloinmunes: La respuesta inmunoldgica de la madre hacia el feto, al cual no
se desarrolla inmunotolerancia hacia el embrion. Cuando el padre y la madre
comparten antigenos HLA, la madre y el feto resultan homocigotos entre si para
varios de estos loci, hecho que paradojicamente parece dificultar la proteccion
inmunoldgica de la madre hacia el feto, produciéndose un aborto espontaneo, por
rechazo inmunologico.

o Autoinmunes: estima que el sindrome antifosfolipidico puede ser causa en
3 a 15% de abortos recurrentes. Con relaciéon a los mecanismos patogénicos de
los anticuerpos antifosfolipidicos, estos actuan sobre los fosfolipidos de las células
endoteliales y plaquetas, produciendo enfermedades tromboembdlicas e

hipercoagulacion (Rai y Rejan, 2006).

2.2.4. Edad materna

El riego aumenta al mismo tiempo que la edad de la madre, de manera
exponencial (Castro y col., 2010). Se ha calculado que el riesgo de pérdida fetal
en una paciente de 30-32 afios de edad tiene un aparente riesgo de aborto
involuntario del 2,1%. Sin embargo, el riesgo en pacientes con mas de 35 esta
medida aumenta abruptamente. Pero en un paciente con mas de 40 este es cinco
veces mas alto que entre 31 y 35, alcanzando un riesgo de 20-40%. Esto se debe
a que el comportamiento reproductivo en nuestra sociedad ha cambiado; muchas

mujeres ahora optan por retrasar la maternidad (Rai y Regan, 2006).
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2.2.5. Otros factores

Se ha reportado que el consumo de café durante el embarazo da como resultado
un aborto involuntario, aumentando el riesgo cuando hay dosis mas altas de
cafeina. Sin embargo otros autores lo rechazan y no encontraron ninguna
asociacion clara que se pudiera considerar. Otro factor que se toma en cuenta es
el consumo del tabaco debido a la gran cantidad de toxinas que contiene, la mas
importante la nicétina, que se ha descrito como posible causante de espasmos
vasculares, pero aun con lo anterior la hipdtesis sigue abierta. El alcohol, sin
embargo se ha decretado como un factor de retraso de desarrollo fetal, pero el
hecho de que provoque perdidas gestacionales no ha sido decretado en su
totalidad, solo investigaciones acentuan que niveles de alcohol en sangre superior
a 200 mg/dl podria provocar directamente un aborto espontaneo.

Otro factor muy estudiado es el uso de drogas, se ha observado una tasa de
aborto involuntario con el consumo mas alto de cocaina, ya que funciona
bloqueando la recaptacion de catecolaminas en terminales nerviosas, aumentando
asi sus concentraciones a las terminales efectoras o en el torrente sanguineo, por
lo tanto, podria aparecer como una vasoconstriccion placentaria (Garcia y col.,
2010)

2.3. Factores genéticos en abortos

Cerca del 50% de los abortos involuntarios en el primer trimestre son causados
por alteraciones cromosémicas. En el 96% de los casos se trata de alteraciones
numeéricas: el 54% de trisomias, el 19% de ftriploidias, el 16% de monosomias, el
4% de tetraploidias y el 3% de trisomias dobles. Las alteraciones estructurales
solo representan un 4%, es decir se presentan en un numero menor de casos
(Culi¢ y col., 2011; Dhillon y col., 2014). Sin embargo el riesgo de presentar
cualquiera de las aberraciones cromosomicas anteriores aumenta cuando uno de
los progenitores tiene mas de 35 afos, factor conocido sobre todo en lo que se

refiere a la mujer.
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2.3.1 Alteraciones cromosémicas numéricas

Suceden cuando hay una ganancia o una pérdida de uno o varios cromosomas
completos (Luthardt y Keitges, 2001).

Este tipo de alteracion puede dividirse en dos (Luthardt y Keitges, 2001) (Fig. 1):

a) Aneuploidias: consisten en la ganancia (trisomia) o pérdida (monosomia)
de uno o mas cromosomas resultando en una dotacidon cromosomica no multiple
del numero haploide (n) en la célula. Se ha descrito que la causa es de origen
meiotico debido a una no disyuncion durante la gametogénesis, un gameto
resultante carece ya sea de un cromosoma o tiene dos copias del mismo, dando
como producto una anomalia monosdémica o trisomica en el cigoto,
respectivamente (Figura 2). Este tipo de problemas se asocia frecuentemente con
la edad materna y constituye una parte significativa de las alteraciones
cromosomicas en abortos espontaneos. El mosaicismo se asocia a accidentes de
la mitosis producidos tras la fecundacion, lo que supone que dos o mas lineas
celulares pueden tener cariotipos distintos. Puede afectar a la placenta, al embrion
0 a ambos, y el de la placenta es el que provoca con mayor frecuencia abortos
espontaneos (Azmanov y col., 2007).

b) Euploidia: se refieren a la presencia de uno o mas juegos haploides
completos de cromosomas extra. En el caso de los organismos eucariontes llevan
en sus células bien una sola dotacién cromosomica (condicion haploide) o dos
dotaciones (condicién diploide). Es asi como en estas especies las condiciones
haploide o diploide constituyen situaciones de euploidia normales. Anormalmente
el conjunto puede estar formado por mas de dos juegos haploide; a esto se le
denomina poliploidia la cual puede dar lugar a tres juegos cromosomicos, triploidia
(3n), una tetraploidia (4n), y asi sucesivamente.

La triploidia (3n) puede tener un origen tanto diagénico (origen materno) como
diandrico (origen paterno); en el caso de origen materno, ésta puede ser debida a
errores en la primera division meidtica como en la segunda. En el caso de las

paternas, suelen ser el resultado de la fecundacion de un ovulo por dos
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espermatozoides (diandrica dispérmica) o por la fertilizacién del 6vulo por un
gameto diploide (diandrica monospérmica).

La triploidia es la forma mas frecuente de poliploidia, que se observa en un 15 a
18% de los abortos espontaneos. Casi el 1% de todas las concepciones
diagnosticadas son triploides, pero mas del 99% de las mismas mueren antes de
nacer, debido a su letalidad y sélo 1 de cada 10 000 nacidos vivos es un ser
humano triploide donde el tiempo de supervivencia es muy corto.

Finalmente en el caso de las tetraploidias, estas son muy raras, es decir, solo
presentan un 12% de las euploidias y es probable que se produzca cuando hay un
fallo durante la citocinesis de la célula En teoria puede suceder tanto en mitosis
como en meiosis, que no se produzca la division del citoplasma (citocinesis)
después de la replicacion, dando pie a que la célula se reduplique en si misma
(Levy y col., 2006).

Figura 1.Alteraciones cromosémicas numéricas. a) Aneuploidia. b) Euploidia.
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(Tomado y modificado de Moore y Best, 2001)
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Figura 2 . Aneuploidia: Mecanismo de no disyuncion meiética durante la gametogénesis.
Se muestra en la figura a) La segregacion normal del cromosoma X durante la meiosis. b)
Mecanismo de no disyuncion durante la Meiosis | y ¢) Mecanismo de no disyuncién
durante la meiosis Il.

a) Segregacion Normal b) No Disyuncion ¢) No Disyuncién
cromosoma X en Meiosis | en Meiosis Il

Célula diploide Célula
Inicio Meiosis gamética
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division meidtica / \ / \ / \ / \ No Dis/})uncién / \
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Disomia Trisomia Monosomia Trisomia Disomia

(normal) Monosomia (normal)

(Tomado y modificado de www.ucm.es )

Se ha informado que las aneuploidias son la causa mas comun de aborto
espontaneo. Los cromosomas que se han visto involucrados en el caso de las
trisomias sonel 1,7, 13, 14, 15, 16, 18, 21 y 22. Siendo las trisomias 7, 14, 15, 16,
18, 21 y 22, las mas comunes. Por el contrario la trisomia 1 y 19 estan muy
raramente reportados en la literatura (Kandpal y col., 2010). Se sugiere que los
embriones con trisomia 1 y 19 terminan como aborto espontaneo que no se
detecta 0 que no logran establecer un embarazo viable a una edad gestacional
temprana, por lo que estas trisomias pueden ser altamente letales a pesar de que
el cromosoma 19 es pequefo en comparacioén con los cromosomas del grupo A,
B, y C, sin embargo estructuralmente cuenta con alrededor de 26 genes por cada

millén de pares de bases Una hipodtesis es que el cromosoma 19 contiene genes
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que son reguladores del desarrollo y letales si la dosis de genes se ven afectados
(Castro y col., 2010; Subramaniyam y col., 2014).

Por lo general las alteraciones numéricas que son compatibles con la vida
dependiendo de su gravedad, dan como resultado malformaciones congénitas y/o
alteraciones cognoscitivas o de comportamiento; de hecho, la aneuploidia es la
causa mas frecuente de retraso mental y defectos congénitos en los seres
humanos, en comparacion con los cromosomas sexuales las aneuploidias
autosodmicas producen mas efectos fenotipicos adversos y son menos compatibles
con el curso del embarazo (Al-Asmar y col., 2012).

En el caso de las monosomias se ha visto que el cromosoma 21 y el cromosoma
X son los responsables de aproximadamente el 15 al 20% de los abortos
cromosdmicamente anormales.

De acuerdo a estudios recientes, la incidencia de la monosomia del cromosoma X
parece ser comparable con la proporcion de ftriploidias que aparecen en esta
patologia. El 99% de este tipo de monosomias son letales, sin embargo porcentaje
restante podria depender de la presencia de un mosaicismo con una linea celular
normal en un segundo cromosoma sexual (Y). Se ha sugerido que las hembras
con Sindrome de Turner presentan mosaicismos hecho que también podria
explicar el fenotipo variable.

También, se ha estimado que se pueden encontrar la ganancia y / o pérdida de
dos 0 mas cromosomas a lo cual se le conoce como aneuploidia multiple, donde
las trisomias dobles representan casi 70% de los casos y aneuploidias multiples
en combinacion con otro tipo de anormalidades, que son reportadas con poca

frecuencia en la literatura (Levy y col., 2006).

2.3.2. Alteraciones cromosomicas estructurales

Son reordenamientos estructurales que con frecuencia alteran la morfologia del
cromosoma por causa de roturas o uniones de cromosomas aberrantes. Esto
puede implicar un cromosoma, dos cromosomas y, rara vez, mas de dos (Luthardt

y Keitges, 2010). Estos rearreglos pueden ser de varios tipos (Fig. 3):

(=)
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a. Delecion/Duplicacion: Cuando hay una pérdida de un fragmento o duplicacion
en donde un solo cromosoma es involucrado.

b. Delecién terminal: Implica la supresion del extremo de un cromosoma.

Delecion Intersticial: Implica la supresién de una porcion interna.

d. Inversién: Es una anomalia en la que un segmento cromosoémico ha sufrido
una rotacion de 180° con respecto a su orientacion normal, esto implica dos
sitios de rompimiento y subsecuente reunion del segmento invertido

e. Inversién pericentrica: son las inversiones que implican el centromero.
inversion paracéntrica: son las inversiones que ocurren en solo uno de los
brazos del cromosoma.

g. Isocromosomas: Estos surgen de la division anormal del centrémero y resulta
en la duplicacion de cualquiera de los brazos del cromosoma (Moore y Best,
2001).

Las alteraciones cromosoOmicas estructurales, cuya incidencia en abortos

espontaneos se estima en algo mas del 4% y en 1 de cada 400 recién nacidos

vivos, son debidas a la rotura de uno o mas cromosomas o a fendmenos de
sobrecruzamiento desigual, que afectan al contenido y a la forma de los
cromosomas, ademas de en ocasiones alterar la distribucion, expresion y dosis de
los genes en el genoma. Estos eventos pueden llevar a distintos tipos de
alteraciones y reordenamientos, que si resultan en la pérdida o ganancia de
material cromosomico se consideran desequilibrados; o equilibrados si por el
contrario no resultan alterados ni el contenido ni la expresiéon génica. Ademas la
mitad de las aberraciones estructurales pueden ser heredadas de un padre
portador de alguna de las anomalias ya mencionadas, asi el riesgo de aborto
espontaneo en los portadores de translocaciones dependera del tamafo de la
seccién cromosdmica afectada. Se ha descrito que mas del 50% de estos casos
afectados son por la translocacién 13 o 14 (la translocacion mas frecuente en la
especie humana) donde el aborto aparecera en el 99% de los casos (Garcia y col.,
2002)

(=)
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Figura 3. Alteraciones Cromosomicas Estructurales.
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3. DIAGNOSTICO DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS

El aumento de las tasas de embarazo, la disminucidon de la incidencia obstétrica, el
aborto involuntario y el tratar de evitar la obtencién de fetos con defectos de
nacimiento u otras deficiencias da paso a que la medicina reproductiva
desempefie el papel de pruebas genéticas para guiar la toma de decisiones
meédicas.

Las evaluaciones genéticas dentro de la medicina reproductiva pueden
subdividirse en 4 principales categorias (Brezina y Kearns, 2014):

1. Pruebas genéticas de preconcepcion: La evaluacion genética de los futuros
padres antes del embarazo.

2. Pruebas genéticas prenatales: La evaluacion genética de las mujeres que estan

actualmente embarazadas para determinar la composicién genética del feto en

(=)

desarrollo.
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3. Pruebas genéticas preimplantacionales: La evaluacion genética de un embrion,
antes de transferirse al utero, a través de una biopsia del embrion durante la
fertilizacion in vitro.

4. El analisis genético tras la muerte fetal: La evaluacion genética de los productos
de concepcién después de un embarazo fallido.

De acuerdo a la informacién anterior los estudios Citogenéticos resultan de valiosa
importancia debido a que los resultados que proporcionan permiten dar a conocer
las posibles causas genéticas del aborto involuntario y al mismo tiempo puede
determinar la existencia de riesgos recurrentes, siendo a menudo la técnica
primaria de evaluacion para determinar un diagndstico en este tipo de casos (Gao
y col., 2012).

3.1 Citogenética clasica: cariotipo

Las técnicas citogenéticas fueron ideadas por primera vez en la década de los
cincuenta, cuando accidentalmente se descubrié el uso de la solucion hipoténica
para la liberacion del material genético de la célula (cromosomas), permitiendo
confirmar que el numero de cromosomas humanos es 46.

Después en la década de los sesentas y principios de ochentas se revelan los
patrones cromosomicos mediante Giemsa para la preparacion del cariotipo y
finalmente mediante tincion de bandas G donde expertos pueden identificar
deleciones cromosomicas, duplicaciones, inversiones y translocaciones (Fruhman
y Van den Veyver, 2014) con un tamafio de resolucion de entre 5 a 10 Mb
(Azmanov y col., 2007).

En la actualidad la citogenética clasica es una de las mas implementadas para la
obtencion y evaluacion del cariotipo humano; consiste en realizar un cultivo celular
de linfocitos permitiendo su division y viabilidad para la cosecha de cromosomas
arrestados en metafase del ciclo celular y culminar asi con su analisis (Fig. 4).
Pero como técnica de diagndstico prenatal fue introducida en 1996 cuando Steel y
Breg demostraron que la constitucion cromosomica de los fetos puede ser
determinada mediante el analisis de cultivo celular a partir de células de liquido

amniotico. Un afo después Jacobson y Barter desarrollan el primer diagndstico
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prenatal de anormalidades cromosomicas y con ello al paso de los afos estas
técnicas se fueron empleando en vellosidades corionicas, cordoncentesis y tejidos
del producto. Sin embargo se han presentado bastantes limitaciones en su empleo
debido a que se necesita de una mano de obra intensiva o un experto analista lo
que puede llegar a aumentar los costos , el tiempo del estudio es extenso y puede
tardar entre 10 dias a tres semanas para cultivar las células, visualizar los
cromosomas Yy realizar el analisis, lo que lleva a la ansiedad de las mujeres
embarazadas o en etapa reproductiva (Zuffardi y col., 2011); ademas los cultivos
son bastante vulnerables a la contaminacion externa permitiendo el fracaso del
cultivo, también puede ocurrir el crecimiento selectivo de células maternas
inhibiendo la realizacion del cariotipo. Se ha estimado que solamente 24-36% de
los tejidos embrionarios producen metafases con la suficiente calidad para una
cuantificacion de cromosomas precisa y en menos del 25% de los embriones
puede analizarse todas las metafases. Esto implica que el mosaicismo es
subestimado ya que no se pueden evaluar las suficientes metafases (Munne,
20006).

Otra desventaja es que existen algunas alteraciones cromosomicas sutiles como
las microdeleciones, que se pasan por alto debido a la resolucion limitada en

bandas con cambios menores de 5 Mb (Azmanov y col., 2007).
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Figura 4. Cariotipo masculino con tincién de bandas G.
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Representacién de Cariotipo de sexo masculino con tincion bandas G. Tomado del
Laboratorio de Genética y diagndstico Molecular. De la unidad de investigacion Hospital
Judrez de México.

3. CITOGENETICA MOLECULAR

De acuerdo a estudios basados en laboratorios el fallo en cultivos celulares para la
realizacion de un cariotipo es muy alta, esta puede variar entre un 5 a 42%, el cual
puede depender también del tipo de tejido. Por ello se han desarrollado técnicas
que con la ayuda de la biologia molecular (uso de DNA gendmico) , basandose en
la hibridacion en la cadena de ADN del cromosoma metafasico con la de una
sonda adecuada cuya secuencia de nucledtidos es complementaria de la region
cromosdmica que nos interesa localizar (Oliva y col., 2004), con ello, han permitido
a nivel clinico dar resultados favorables a pacientes con retraso del desarrollo /
discapacidad intelectual inexplicable, trastornos del tipo autista, y multiples
anomalias congénitas (Zuffardi y col., 2011).
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Asi, surge el diagnodstico citogenético molecular, convirtiéndose en una parte
integral de la atencidon médica moderna ademas que se requiere para numMerosos
campos de la medicina (Varsonova, 2010). Las técnicas de gran relevancia en la
citogenética molecular son:

o FISH (Hibridacién Fluorescente in situ)

o CGH (Hibridacion Gendmica Comparativa)

o Array- CGH

En el caso del diagnostico prenatal, el uso de la biologia molecular en conjunto
con la citogenética, resulta una alternativa al cariotipo, proporcionando una
visualizacion de los desequilibrios cromosdémicos en todo el genoma con una
resolucion mas alta, lo que permite la deteccion de microdelecidnes vy
microduplicaciones, ademas permite una caracterizacion mas precisa de los
desequilibrios, proporcionando una mejor prediccion del fenotipo, o la severidad de
la enfermedad (Zuffardi y col.,, 2011). De acuerdo a estudios basados en los
laboratorios de todo el mundo el llevar a cabo un analisis citogenético
convencional de estos tiene como principal problematica la tasa de fallo en el
cultivo, por ello la aplicacidon de citogenética molecular en este tipo de patologias
resulta mas que conveniente con el uso del DNA gendmico y asi evitar la falta de
dicha informacion que afecta en gran medida a las parejas con pérdidas de
embarazos y al médico ya que no tienen la oportunidad de un diagndstico certero

que les permita dar una solucién a su problema (Lebedev y col., 2004).

4.1 FISH (Hibridacién in situ con Fluorescencia)

Una técnica de citogenética molecular, es la hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH) es un método de diagnéstico fiable. Esta técnica implica que una sonda ya
marcada y fabricada se incorpore a los cromosomas en metafase ya fijados
previamente, o en células en interfase que se encuentren en una laminilla a través
de la desnaturalizacién en la superficie de esta. Al finalizar se emitira una sefial la

cual se interpreta a través de un contraste de color (Fig.5).

(@)
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FISH es una técnica capas de utilizar nucleos en interfase y no solo es llevado a
cabo para las muestras prenatales obtenidas por amniocentesis o vellosidades
corionicas, sino también muestras de tejido de aborto.

Este procedimiento permite la identificacion rapida de aneuploidias comunes
utilizando cantidades relativamente pequefias de células, evitando mayores
inconvenientes de la citogenética clasica como la insuficiencia de células del
cultivo. Ha permitido el diagndstico preciso de euploidias o la frecuencia de lineas
celulares anormales en casos de mosaicismo, que soOlo es posible con este
método.

Esta técnica ha sido de rutina para identificar, confirmar y caracterizar alteraciones
con sospecha clinica ya conocidas, por ello se utilizan sondas especificas y
dirigidas a cierta anomalia que se requiere corroborar (Vermeesch y col., 2007) ,
sin embargo si se requiere fabricar la sonda el tiempo requerido es demasiado
largo; ademas aun depende de un cultivo celular, lo que con lleva a una tasa
elevada de fracaso, e incluso se ha detectado que también pueden ocurrir fallas
durante la hibridacién del material afectando la precision en la interpretacién de las
pruebas (Jobanputra, 2011)

Otras limitaciones de esta técnica es que tiene un numero limitado de
cromosomas destino que se pueden probar en un solo ensayo, debido a que
depende de fluorocromos que pueden ser utilizados en un nucleo de forma
simultanea, que generalmente son 4 para evitar fallas en su interpretacion

convirtiéndose en un método demasiado costoso (Carvalho y col., 2010).
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Figura 5. Técnica de Hibridacién Fluorescente In Situ (FISH)

Hibridacion Fluorescente In Situ (FISH)

Desnaturalizacion
Hibridacion

Senal en el
cromosoma

(Tomado y Modificado de Smeets, 2004.)

2.2 CGH (Hibridacion Genoémica Comparativa)

Una nueva técnica de Citogenética Molecular es la Hibridacion Gendmica
Comparativa (CGH) derivada de la técnica de FISH, esta es empleada para
detectar cambios en el numero de copias (deleciones o duplicaciones
cromosomicas) a lo largo del genoma a partir de una sola hibridacién directa.
Descrita por primera vez en 1992 por Kallioniemi y colaboradores (Lomax y col.,
2000), la técnica se basa en la comparacion de dos muestras de ADN gendmico:
una obtenida a partir del tejido objeto de andlisis y la otra a partir de un control
normal como referencia. Ambos ADNs son diferencialmente marcados con
fluorocromos, digeridos y mezclados en proporcion 1:1. Posteriormente, son
hibridados sobre preparaciones de cromosomas metafasicos normales en

presencia de Cot-1 para bloquear secuencias altamente repetidas (teldmeros y
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centromeros de los cromosomas). Durante esta cohibridacion, ambos ADN van a
competir por hibridar con las secuencias diana de los cromosomas metafasicos; la
cantidad relativa de cada tipo de ADN unido a una region cromosémica dada
dependera de la cantidad relativa de esas secuencias en cada ADN. De este
modo, las diferencias en intensidad de fluorescencia de los patrones del ADN test
y referencia se pueden interpretar como diferencias en el numero de copias entre
ambos genomas (si el ADN test se marcé en verde y el de referencia en rojo, las
regiones normales apareceran amarillo-anaranjadas, mientras que las pérdidas lo
haran en rojo y las ganancias en verde) (Azmanov y col., 2007; Alvarez, 2007).
Durante el analisis, en condiciones de normalidad en el ensayo se encuentra en
condiciones 1:1. Si hay un aumento de material o por el contrario, la proporcion se
desvia en mas uno (>1) o en menos (<1) obteniéndose unas graficas
caracteristicas (Azmanov y col., 2007) (Fig. 6).

El enfoque de esta técnica permite superar los problemas relacionados con el de
cultivo de tejidos, proporcionando una nueva proyeccion de todo el genoma en el
caso de las alteraciones cromosomicas desequilibradas ademas no depende de
las células en division y se puede emplear el ADN que esté disponible en cualquier
momento, dando un nuevo enfoque a el analisis citogenético convencional.
Ademas la resolucion de esta técnica va de 3 Mb a 5 Mb, tienen una resolucion
mejor que la citogenética convencional, pero la principal ventaja que presenta esta
técnica es que no requiere un conocimiento previo sobre la constitucion genética
de la muestra objeto de estudio y que el genoma completo es analizado en un
unico experimento, al contrario que en el caso de otras técnicas moleculares
altamente especificas y que analizan regiones muy concretas de genes o de
cromosomas de interés. Ademas, permite el estudio a partir de especimenes
embebidos en parafina (Mathur y col., 2014) y ha sido demostrada una elevada
concordancia entre los resultados obtenidos mediante CGH y el cariotipo
convencional, para la deteccion de alteraciones desequilibradas microscopicas

(Azmanov y col., 2007).
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Una limitacion del CGH es que no detecta translocaciones balanceadas, en las
cuales unicamente existe un cambio en la localizacion de las secuencias
afectadas por la translocacion pero la cantidad de ADN no varia. Las técnicas
moleculares (de cualquier tipo) precisan de mayor informacion clinica previa a su
utilizacion pero no sustituyen, ni excluyen al cariotipo, sino que lo complementan.
Estas son utiles cuando los cultivos para la realizacién del cariotipo no son buenos

y se obtienen pocas metafases o son de baja calidad (Hu y col., 2006).

Figura 6.Técnica Hibridacién Gendmica Comparativa (CGH)
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(Tomado y modificado de Ténnies, 2002.)
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4.3 Hibridacién Genémica Comparativa (CGH)- Array

La Hibridacién Genémica Comparada basada en microarreglos (CGH array) es
una plataforma revolucionaria que fue adoptada recientemente en el laboratorio
clinico. Esta tecnologia fue desarrollada por primera vez como una herramienta de
investigacion para deteccion de alteraciones gendmicas en el cancer. Esta técnica
se basa en el mismo fundamento que el CGH convencional (cohibridacion de dos
muestras de ADN en proporcion 1:1 marcadas con fluorocromos diferencialmente),
a diferencia que en esta técnica la hibridacion genémica comparativa se realiza
sobre una matriz o plataforma (microarray) en lugar de una laminilla con
metafases como sustrato para la deteccion de deleciones y duplicaciones
cromosdmicas (Fig. 7), lo que permite la evaluacion en alta resolucién en el
numero de copias variables del ADN que estan asociadas con anormalidades
cromosomicas, esto a una resolucién ~150 kb (Bejjein y Shaffer, 2006). Tras el
marcaje de las muestras e hibridacion y lavado de la sonda, la intensidad de
fluorescencia de ambas muestras por cada punto se registra mediante un escaner
y la interpretacion de los resultados con un software especifico (Alvarez, 2007;
Riegel, 2014)

Las limitaciones que presenta esta técnica son su incapacidad para detectar
alteraciones cromosomicas equilibradas, si bien es cierto que al contrario que en
el caso de la CGH convencional, permite el estudio de las regiones subteloméricas
y pericentroméricas de los cromosomas ademas de la deteccion de ciertas
(euploidias). Otras limitaciones en su uso clinico son la necesidad de confirmar los
resultados andmalos obtenidos mediante otras técnicas (deleciones mediante
FISH y duplicaciones por PCR a Tiempo Real) y la dificultad de interpretar éstos
debido a la posibilidad de tratarse de regiones del genoma aparentemente

polimorficas en el numero de copia (CNV) (Alvarez, 2007).

(=)
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Figura 7. Representacion esquematica de la técnica de CGH-Array
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Cuadro No. 2.Ventajas y desventajas de la citogenética convencional y técnicas de
citogenética molecular.

TECNICAS

VENTAJA

DESVENTAJA

Citogenética Convencional

+  Técnica establecida

+  Deteccion de anormalidades
cromosomicas por medio de handeo
G.

[

Resolucicn de 5a 10 Mb

Origen de marcadores
cromosmicos no defectable
Probabilidad de fallo de culfivo por
contaminacion.

Tiempo extenso (10a 21 dias).
Procedimiento laborioso.

Hibridacion Fluorescente in
situ (FISH)

Capaz de detectar poliploidias,

monosomias  frisomias.

+  Se realiza directamente sobre las
células en interface y elimina &l
requisito de metafases

+ Resuftado répido

No detecta anomalias distintas a las
que se ha disefiado la sonda .
Es dirigido

Hibridacion Genomica
Comparativa (CGH)

*  Resolucion de 3a5Mb

*  Detecta anormalidades
cromosémicas en todo el genoma.

+  Detecta deleciones y duplicaciones
de material genético.

*  Resuftados rapidos (5 dias).

+  Uso de DNA gendmico a partir de
tejidos embidos en parafina.

No detecta rearreglos halanceados.
Contaminacion de tejidos

Array-CGH (Hibridacion
Genomica Comparativa)

* Detecta alteraciones alo lago de todo
el genoma.

* Detecta deleciones , duplicaciones o
amplificacionas (incluyendo
desequilibrios microscpicos).

* Uso de DNA en tejidos fijados ya sea
formol o parafina.

* Resultados rapidos (5 dias).

No defecta reordnamientos
equilibrados.

Los altos costos (procedimiento mas
caro)

(Tomado y modificado de: Van Der Berg, 2012)
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4, ANTECEDENTES

Lomax y col., (2000) de acuerdo a investigaciones se plantearon como objetivo el
determinar si la técnica de CGH es tan eficaz como la citogenética tradicional para
el analisis de abortos espontaneos. Fue asi como se encontré que la tasa de
fracaso de CGH fue menor (2%) que para el analisis citogenético (12%), debido a
que solo 7 de 301 muestras eran demasiado pequefas para extraccion de ADN
adecuado para el analisis de CGH, en comparaciéon con 35 de 301 muestras que
no pudieron crecer o producir suficientes cromosomas en metafase para el analisis
convencional. Este hallazgo indica que el manejo de las muestras para el analisis
de CGH es mas facil que para métodos convencionales, debido a que el principal
factor limitante es el tamano del tejido problema.

Anos mas tarde, Trussler y col.,(2004) decidieron combinar las técnicas de CGH y
otras pruebas de citogenética molecular como lo es FISH aplicado en cultivos
celulares de 40 embriones con el objetivo de determinar si eran viables para
fertilidad, por ello compararon los resultados obtenidos, determinando que el
42,5% de los embriones fueron normales y el 57,5% anormales, siendo todos
consistentes con los resultados tanto de FISH como de CGH, proporcionando
evidencia adicional de que la técnica de CGH produce resultados fiables y
precisos.

Posteriormente Azmanov y col., (2007) aplicaron la técnica de CGH para
identificar alteraciones cromosdmicas en 106 abortos espontaneos de diferentes
edades gestacionales, revelando un 37,7% de frecuencia global de aberraciones
cromosomicas (40 de 106 casos), distribuidos de la siguiente manera: 82,5%
aberraciones numéricas (aneuploidias 47,5%, monosomia X 25,0% vy
hiperdiploidia 10,0%) y el 17,6% aberraciones estructurales. Afirmando que la
hibridacién genémica comparativa (CGH) es una técnica de citogenética molecular
alternativa capaz de detectar desequilibrios cromosdmicos debido a que utiliza
DNA gendmico para la evaluacion no se basa en los cromosomas en metafase y

asi elude los problemas técnicos asociados con cultivo de tejidos.

(=)
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Con el aumento de los afos esta metodologia continué en uso e investigacion, un
ejemplo es que Mathur y col., (2014) llevaron a cabo el método de CGH en
conjunto con MSA (analisis de microsatélite) para determinar si hay contaminacién
materna, para la obtencion de resultados cromosdémicos de tejidos de aborto
involuntario embebidos en parafina, concluyendo que es una técnica ventajosa ya
que en 77 muestras el 79% de ella resultdé informativa, ademas puede
proporcionar un resultado incluso después de meses o afios mas tarde de la

obtencion de la muestra dando la razén del porqué de un aborto involuntario.
5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el aborto espontaneo es considerado como uno de los problemas
mas frecuentes que pueden ocurrir durante el embarazo, mediante citogenética
clasica se ha revelado que cerca del 50-60% de los casos se deben a la presencia
de aberraciones cromosdmicas, sin embargo este estudio presenta limitaciones
para la obtencién y analisis del cariotipo, por ello resulta de gran importancia
implementar un método complementario como lo es la hibridacion gendmica
comparativa (CGH) que permite identificar alteraciones desbalanceadas
(duplicaciones y deleciones) e incluso confirmar sospechas clinicas que
proporcion6 el cariotipo, para guiar en la toma de decisiones médicas, dar
alternativas al problema e incluso para la prevencién de futuros embarazos en

parejas que han sufrido algun aborto involuntario.

6. JUSTIFICACION

La hibridacion gendmica comparativa proporciona una evidencia adicional al
cariotipo, siendo una técnica eficaz y reproducible; capaz de detectar alteraciones
cromosomicas del tipo desbalanceadas (duplicaciones y deleciones) y alteraciones
complejas en ADN gendémico ya que cuenta con una resolucion mayor a 5 Mb y no
se basa en métodos de cultivo para la obtencion de metafases por lo tanto no es
necesario el uso de un experto en ello, disminuyendo asi sus costos siendo mas

accesible y dando un resultado rapido (5 dias) , seguro y certero.
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7. HIPOTESIS
La CGH es una técnica capaz de detectar ganancias y pérdidas de ADN ademas
de ser segura y eficaz, por lo tanto permitira detectar cambios gendémicos en el

ADN en productos de abortos espontaneos con una etiologia desconocida.

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar las alteraciones gendmicas desbalanceadas en tejidos de abortos por

medio de hibridacién gendmica comparativa (CGH).

9.1 OBJETIVOS PARTICULARES

. Estandarizar la técnica de hibridacion gendmica comparativa en muestras
de tejidos de productos de aborto

. Identificar las alteraciones cromosdémicas desbalanceadas utilizando el
software Isis (Metasystem) que dan como resultado un aborto espontaneo.

. Determinar el posible origen de las alteraciones cromosomicas

identificadas.

10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Definicion de criterios

Criterios de inclusién:
e Tejido de aborto espontaneo 20 sdg con una etiologia desconocida

e Firma de la carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion: Aquellos pacientes donde la muestra sea insuficiente

para realizar las metodologias planteadas.

10.2 Poblacion de estudio
Se evaluaron 11 productos de abortos con hasta 20 semanas de gestacion con
una etiologia indeterminada. Las muestras empleadas proceden de tejido externo

()
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fetal, conservadas en tubos con solucién salina del servicio de Ginecologia del
Hospital Juarez de la ciudad de México.

Los individuos de estudio fueron informados de los motivos de este proyecto y
voluntariamente aceptaron participar, mediante una carta de consentimiento

informado. Los resultados obtenidos se manejaron de manera confidencial.

10.3. Organigrama de trabajo
A continuacion se presenta la organizacion del trabajo para lograr los objetivos

propuestos.

DETECCION DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS
EN ABORTOS ESPONTANEOS MEDIANTE
HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA

v

4,51

Extraccion de ADN
gendmico.

I Marcaje de lasonda con “Nick Translation” J

—

Gel de agarosa

Escaneo de metafases
y exportacion de
imagen

<_I
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Realizacion de caniotipo
(20 cromosamas de
cada uno)
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10.4. Extraccion de ADN en tejidos

Se aislo el ADN gendomico a partir del Kit Wizard Genomic ADN Purification
(PROMEGA), para ello se colocé de 10-20 mg de tejido fresco en un tubo con
600uL de Nuclei Lysis Solution y 60 ul de Proteinasa K (marca Invitrogen U.S.A)
para su incubacion durante 24 hrs a 50°C. Al termino se agregé 3 pyl de RNAse
Solution para incubarse de 15-30 min a 37°C, al término se adiciono 200 pl de
Protein Precipitation Solution, se agité y colocé en frio durante 5 min para asi
centrifugarse a 13 000 rpm por 10 min.

Posteriormente se agreg6 600 ul del sobrenadante a un tubo nuevo con 600 ul de
Isopropanol frio, se mezclararén por inversion y se centrifugd a 13 000 rpm, para
remover el sobrenadante y adicionar 600 pl de etanol al 70% frio, para asi
centrifugarse de nuevo. Finalmente se aspird el etanol y se rehidraté el ADN con
60 ul de ADN Rehydration Solution por 5 minutos a 65°C.

10.5. Marcaje de ADN (sonda)

Se utilizé el kit “Nick translation” (Vysis) el cual permitié incorporar el marcaje
fluorescente con 2’-deoxiurina 5’-trifosfato (dUTP) dentro del ADN gendmico
problema para la produccion de fragmentos gendmicos de 300 a 3000 pb de
longitud. De acuerdo al Kit ya mencionado se incorpord lo siguiente para un
volumen total de 50 pl de sonda (Cuadro No. 3.):

Cuadro No. 3. Reactivos y cantidad a incorporar de acuerdo al Kit “Nick Translation” para
la realizacién de la sonda.

Cantidad Reactivo
(20.5— X) pl Agua

X ul 1ug de DNA
2.5yl Green dUTP

5 ul 0.1 m MdTTP

10 pl dNTPmix

5ul 10 X buffer Nick Translation
10 pl Enzima Nick Translation
50 ul TOTAL
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Posteriormente la sonda se pudo incubar durante 2-4 hrs a 15°C, y para detener la
reaccion se sometié a calentamiento a 70°C por 10 min y se guardo a -20°C hasta

Su USO.

10.6 Electroforesis en gel de agarosa

Se verifico a través de un gel de agarosa (marca BIO-RAD U.S.A) al 1%, tefido
con bromuro de Etidio (EtBr), el tamafio de los fragmentos generados, los cuales
deberan de estar de un rango de 300 a 3000 pb. La preparacion de los geles se
realizd6 con TAE 1 X (Tris Base marca BIO-RAD U.S.A, acido acético glacial y
EDTA 0.5 M pH 8 marca BIO-RAD U.S.A) como tampédn gel y tampdn de corrida
en una camara de electroforesis. Los productos de sonda de ADN se mezclaron
con buffer de carga. El tamafo de los fragmentos se determiné mediante un
marcador que va de 500 a 5000 pb marca Data Sheet. y se visualizé finalmente

mediante un analizador de imagen.

10.7. Preparacion de cromosomas en metafase

Se utilizé6 sangre periférica de un donante masculino con cariotipo normal para
realizar un cultivo en suspension. Se realizé la siembra de linfocitos adicionando
4.5 ml de medio RPMI-1640 (Gibco) el cual fue suplementado con 20% de suero
fetal de ternera, 1.3 ml de antibiético, se agregé 0.2 ml de fitohemaglutinina para
estimular la replicacion de las células y 10 gotas (0.5 ml) de sangre periférica.
Posteriormente se incubd el cultivo en una estufa a 37°C y a 5% de CO,, durante
72hrs horas. Pasado este tiempo se afnadié 0.2 ml de colchicina, 2 hrs antes de la
cosecha. Las células se recogieron por centrifugacion (5 min a 2500 rpm), y se
trataron con solucion hipoténica (KCI 0.075 M), se incubaron a una temperatura de
37°C durante 40 min, al término del tiempo se centrifugd (5 min a 2500 rpm) y se
extrajo el sobrenadante para su fijacion con solucién de Carnoy (Metanol: Acido
Acético 3:1 v/v ), se incubd durante 15 min y las células recolectadas finalmente se
lavaron con solucién de Carnoy durante 4 veces seguidas por su respectiva
centrifugacion (5min. A 1500 rpm), y finalmente se gotearon las laminas en el

centro y se colocan en refrigeraciéon a -20°C
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10.8. Pretratamiento de las laminillas

Las laminillas se colocaron en una solucién de maduracion (2XSSC con pH de 7-
8) durante 30 min. a 37°C , se deshidrataron en una serie de etanoles (diluido al
70%, 80% y 100%) 1 a 3 min cada uno y se secaron para colocarlas en solucién
de desnaturalizacion de Formamida durante 2 min a 73°C, se secaron las
laminillas y realizo su posterior deshidratacién con etanol (diluido al 70%, 80% y

100%) de 1 min cada uno.

10.9 Purificacién e hibridacion de la sonda

Se colocé en un tubo 10uL de la sonda marcada con verde (Green) de ADN
problema, 1ul de ADN de referencia; (Spectrum Red Male Total de Vysis), 10ul de
Cot 1-1 (Vysis, U.S.A), 2.1ul de acetato de sodio 3M y 52.5ul de etanol; se coloco
en hielo por 15 min, se centrifugd a 12000 rpm a 4°C por 30 min., se desech¢ el
sobrenadante y seco a temperatura ambiente, una vez seco se agregaron 3ul de
agua y 7ul de buffer de hibridacion de CGH, la sonda se coloc6 durante 5 min a
73°C. Colocar 10yl en la laminilla previamente goteada y desnaturalizada, ésta se
cubrira con el cubreobjetos y se depositara en una camara humeda a 37°C

durante 72 hrs.

10.10 Lavado de las laminillas

Las laminillas se colocaron en solucion NP-40 al 1% en bafio Maria a 73°C
durante 1min, al término se sacaron y colocaron en NP-40 al 0.3% en bafo Maria
a 73°C durante 1:30 min., una vez terminado el tiempo se retiraran las laminillas y
se agrego 10uL de DAPI II (Aboott Molecular Inc. U.S.A) y se almacend a 20°C

antes del analisis.
10.11 Captura de imagenes.

Se buscaron de 40 a 60 metafases del objetivo de 10X con un microscopio de
Axiolmager 2 (CarlZeiss, Alemania), las mejores metafases se capturaron a 63X.
mediante filtros de excitaciéon especificos para DAPI I, Texas Red y FITC; las
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imagenes en tres colores fueron captadas, automaticamente utilizando el software

Metasystem (GmbH, Alemania)

10.12 Analisis de las imagenes digitales
Se analizaron un minimo de 20 imagenes de cada uno de los 23, estas fueron
organizadas y analizadas utilizando el software Isis (MetasystemGmbH,

Alemania).

10.13 Analisis estadistico.
El presente trabajo es un estudio descriptivo por lo tanto solo se realizé un analisis

estadistico descriptivo.

10.14 REPORTE
Se reportd utilizando el sistema de nomenclatura internacional cromosdmica
(ISCN, 2013)
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11. RESULTADOS Y DISCUSION
11.1. Controles

Lo primero que se realizo fue la estandarizacién de la técnica y esto fue utilizando

un control negativo y positivo:

Para el caso del control negativo se tomd6 sangre periférica de un paciente del
género femenino, aparentemente sana. Se extrajo el ADN y posteriormente se

cuantifico (Cuadro No. 4), esto con la finalidad de realizar después su marcaje.

Cuadro No. 4. Cuantificacion de DNA del control negativo y cantidad de microlitros que se
agregaron en la mezcla de “Nick Translation” para la realizacion de la sonda

Concentracién Cantidad que se
ADN ng/pul pondra en
CASO reaccion (pl)
Control (-) 260 4

En el caso del control positivo se obtuvo una muestra de tejido de un recién
nacido con 35. 2 sdg del género femenino, que fallecié a unas cuentas horas de
haber nacido, debido a multiples malformaciones congénitas detectadas como:
gastrosquisis y malformaciones craneo faciales, esto confirmado por su historial
clinico (Cuadro No. 5). Posteriormente se procedid a la extraccién del DNA para

su cuantificacion (Cuadro No. 6) y marcaje.

Cuadro No. 5. Historial clinico del control positivo

Caso Edad Madre | Edad Padre | Talla y peso Historia Enf. Hereditarias | SDG Malformaciones
Reproductiva
Ctrl(+) 243 S/D 80Kg/1.60m | G1/P0/CO/AL Negado 35.2 | * Gastrosquisis
+ Malformaciones craneo
Faciales
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Cuadro No. 6. Cuantificacion de DNA del control positivo y cantidad de microlitros que se
agregaron en la mezcla de “Nick Translation” para la realizacion de la sonda

CASO Concentracién Cantidad que se
ADN ng/pl pondra en
reaccion (pl)

Control (+) 724.3 1.5

11.2 Marcaje del DNA de los controles con “Nick Translation”

Lo primero que se realizd fue la estandarizacion de la actividad enzimatica
(enzima polimerasa 1), tal y como lo indica el kit “Nick Translation”, utilizando
como variables, la concentracion y el tiempo, esto con la finalidad de obtener una
sonda que se encuentre en un rango de 300 a 3000 pb en 10 pl. Ya que Ramos.
2006, menciona que uno de los factores que afecta la estabilidad de la hibridacion
es la longitud de las cadenas marcadas, ya que a un mayor numero de enlaces de
H entre la hebras, mayor sera la estabilidad entre los hibridos, y al mismo se
tendra una intensidad de sefal mas fuerte, por el mayor numero de nucledtidos
marcados dentro de ella. Si se tiene lo contrario las sefiales emitidas seran
débiles, debido a que la sonda penetra menos eficientemente en el tejido (Ramos.,
2006).

De acuerdo a lo anterior y los resultados obtenidos se observé que finalmente con
tiempo de una hora 30 minutos y una concentracion de 7 ul de enzima, se obtiene

el tamafio (300 a 3000 pb) y marcaje éptimo de la sonda (Cuadro No.7).

Ya estandarizado lo anterior se procedié a realizar el marcaje de las muestras
problema
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Cuadro No. 7. Condiciones éptimas para la realizacion del marcaje de ADN con el kit
“Nick Tranlation”

Cantidad Reactivo
(20.5— X) pl Agua
X ul 1ug de DNA
2.5 ul Green dUTP
5 ul 0.1 mMdTTP
10 pl dNTPmix
5ul 10 X buffer Nick Translation
7 Ml Enzima Nick Translation
50ul TOTAL

Se incubd durante una hora con 30 min. a 15°C

11.3 Extraccién de ADN de las muestras recolectadas
Se obtuvo un total de 11 muestras de tejido de aborto espontaneo, a las cuales se

realizd la extraccion del ADN gendmico de cada una de las muestras, para
posteriormente realizar su cuantificacion y obtener la cantidad de ADN (ng).

Obteniendo los siguientes valores (Cuadro No. 8):
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Cuadro No. 8. Cuantificacion de ADN extraido en cada una de las 11 muestras
recolectadas.

CASO Cantidad de ADN (ng/uL) Pureza
1 3057.9 1.8
2 3227 .4 1.8
3 1726.1 1.9
4 3336.8 1.6
5 2673 1.9
6 2728 1.8
7 2942 1.7
8 840 1.9
9 1883.5 1.8
10 3327.7 1.10
11 34194 1.6

Para la realizacion de la sonda a través del Kit CGH Nick Translation Reagent fue
necesario partir de 1000 ng del ADN problema, por lo tanto se realizaron
diluciones a excepcion de la muestra 8 (Cuadro No.9) a través de la siguiente

formula:

(10ul) (1000ng/ul)
Cantidad de DNA cuantificado (pg/ul)
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Cuadro No. 9. Dilucion de DNA y cantidad de pl que se agregaron para un total de

1000ng en la reaccion.

CASO

Cuantificacion DNA
ng/ul diluido

Cantidad que se
pondra en reaccién

1005.5

(u1)
1

900.1 1
893.1 1.2
1521 0.8
1004 1
1026.7 1
1058.9 1
No se diluyo
1008.3 1
1259.2 1
1509 1

— —
2lolo|eNjoaawn -

Posteriormente se realiz6 la reaccion de “Nick translation” de acuerdo a las
condiciones ya estandarizadas con los controles y se corroboro a través de un gel
de agarosa con la finalidad de observar el patrén de marcaje que va de 300pb a

3000pb como se muestra en la fig. 8
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Figura 8. Gel de agarosa al 1% tenido con EtBr con los productos del marcaje de la sonda
con “Nick Translation”. Donde M es el marcador que va de 500 a 5000pb. Se muestra el
negativo (-) y positivo (+) con un tamafio aproximado de 3000 pb en 10ul. En los
siguientes posos se encuentran las muestras 1, 4, 8 y 11, presentando un tamafo
cercano a 3000pb en 10ul de muestra lo que coincide con los controles.

Después de verificar con el gel de agarosa que el tamafio de la sonda
correspondié a lo mas 3000 pb en 10 pl, se procedié a realizar la purificacién con
el human Cot-1 DNA, el cual tiene la funcion de bloquear secuencias repetitivas en

los centromeros para evitar hibridar secuencias no especificas, debido que al
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analizar mediante el software Isis se cuantifica la intensidad de la fluorescencia en
longitud de cada cromosoma calculando el Numero de copias en el cariotipo'
reflejando desequilibrios cromosémicos, en los brazos del cromosoma y no en los
centromeros , evitando asi, interpretar como duplicacién estas secuencias
repetitivas (Tonnies., 2002)

Posterior a la purificacion se realizé la hibridacion en las laminillas, lo cual resulto
optima y exitosa, por ello, cada una de las laminillas obtenidas se sometieron a
evaluacion en el microscopio para el analisis de las metafases enfocadas
obteniendo de acuerdo al programa Isis el contraste de la sonda Texas Red y
FICT con el DAPI Il para realizar el cariotipo y asi examinar pérdidas (rojo) y

ganancias (Verde).

11.4 Datos clinicos de las muestras recolectadas.

Las 11 muestras biolégicas de tejido de aborto con etiologia desconocida
presentaron los criterios de inclusion ya establecidos para realizar el estudio.
Obteniendo asi los datos clinicos que se muestran en el cuadro No. 10.

Todas las muestras recolectadas no exceden las 20 semanas de gestacion, de
acuerdo a la OMS (2011), ya que solo se determina como aborto espontaneo a
aquellos productos que no fueron viables antes de la vigésima semana de
gestacion.

Por otro lado se encuentra la descripcidon de enfermedades hereditarias que
podian presentar las pacientes y que podrian afectar o provocar la pérdida del
producto, este dato es importante ya que podria informar sobre los antecedentes
familiares que podrian ayudar al diagnéstico de alteraciones cromosémicas. Sin
embargo no existe ninguna enfermedad hereditaria en la madre directamente si no
en familiares. La mas mencionada es la Diabetes Mellitus que con mayor
frecuencia coincide con el embarazo. Estimandose que afecta de un 6 a 12% de
las gestantes. De igual manera la severidad de esta enfermedad varia de una a
otras mujeres. Esto afecta al feto que sustrae de la circulacion materna la glucosa.
Por ende se hace pruebas de sangre a la madre para detectar esta enfermedad,

sin embargo ninguna de las madres lo padece, solo familiares externos que no
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perjudican directamente al embridn por ende esta etiologia se descarté como
probable causa de aborto.

Se muestra una edad variable en las pacientes que va desde 18 hasta 43 afios de
edad, este dato es de suma importancia ya que de acuerdo a Garcia y col., 2002,
existe un riesgo de presentar un aborto espontaneo por mdultiples anomalias
cromosomicas que se pueden presentar en el feto con el aumento de la edad
materna. Se ha calculado que el riesgo en las pacientes con mas de 35 afos se
dispara en gran medida a diferencia de mujeres con menos de 30 afos.

También se tom6 como base clinica el peso y altura de cada una de las mujeres
involucradas en el estudio ya que el indice de masa corporal (IMC) en la categoria
de sobrepeso u obesidad es un hallazgo frecuente en las mujeres en edad
reproductiva, y un aumento del riesgo de aborto involuntario esto de acuerdo a
Kroon, (2011).

Cuadro No. 10. Base de datos clinicos de las muestras recolectadas.

CASO Edad Edad Talla y Historia Adicciones Enf. Hereditarias SDG
madre padre peso Reproductiva
1
G1/P0O/CO/A1 Negado Negado 5.5 sdg
29 a 37a |[70Kg/ 1.50 m
2 GB/P3/CO/A2 Negado DM2 madre y dos 9 sdg
41a 41a |80Kg/ 162 m hermanos
Bisabuela CA pulmén, tio 13 sdg
3 G2/P0O/CO/A2 Negado CA pleural y madre CA
19 a S/D_ |85Kg/ 1.62 m de mama
4 G2/PO/C1/A1 Negado Abuelos, padre y 12sdg
42 a S/D  |64Kg / 1.60m hermano con DM2
5 Un hijo de 5 a prematuro
43 a s7D 62Kg/ 1.50m G5/P3/CO/A2 Negado con leucomalacia 11 sdg
6 G2/PO/C1/A1 Fumar y Beber Negado 6.5 sdg
24 a S/D 78 Kg/1.73m
7 G1/P0O/CO/A1 Negado Negado 12 sdg
18 a 21a |60Kg/1.51m
8 G1/P0O/CO/A1 Negado Negado 11 sdg
32a 26 a 57kg/ 1.49m
9 Abuela con DM2, madre 171
G2/PO/C1/A1 Negado con CAde mama y sdg
2% a 22 g 66 Kg/1.60m tiroides, sobrino con CA
10 Mama y hermano con 6.6 sdg
G2/P1/CO/A1 Negado DM2, padre con
40a 48a |62 Kg/1.59m Parkinson
1 G1/PO/CO/A1 Negado Abuelo materno con DM2 | 7.2 sdg
18 a S/D 47kg/1.54m
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11.5 Resultado de Hibridacién Genémica Comparativa (CGH) de los
controles

CONTROL (+)

46, XX, ish cgh, dim (1) (p35—p36.1), add (6) (q13—9g22.3), dim (16) (p11.2—
p13.1), dim (20) (q13.3—q11.2), dim (22) (q12—q13)

Este paciente mostro a la exploracion fisica; grastrosquisis y malformaciones de
craneo, (Cuadro No. 4). En la Fig. 10 se muestra el ideograma del CGH, donde se
identificd que pertenece al género femenino con una disminucion de la intensidad
de senal en el cromosoma 1p de las bandas 35—p36.1, se ha visto que es una de
las deleciones subtelomericas mas comun y se asocia con multiples anomalias
congénitas y retraso mental, esta tiene una frecuencia estimada de 1 de cada
5.000 nacidos vivos y se caracteriza por una dismorfia craneo facial (Chen y col.,
2010).

También se muestra una adicion de un segmento del cromosoma 6 q13—q22.3,
de acuerdo a Chen (2007) cuando ocurren supresiones parciales y duplicaciones
de este cromosoma pueden asociados con la espina bifida, encefalocele, y
craneo.

Por otra parte también se encuentra una disminucion de intensidad de sefial en el
cromosoma 16 p 11.2—13.1, el cual que de acuerdo a la literatura citada de Sung
y col. (2012) es un factor importante de anomalias congénitas.

En el cromosoma 20 se pudo observar una disminucién de sefal que va de la
banda q11.2— Qq13.3. Las microdeleciones intersticiales en el brazo q del
cromosoma 20 son muy raras. Se ha reportado hasta ahora en solo 17 pacientes
en la literatura. Entre ellos, solo seis llevaba una proximal de perdida
20911.21—q11.23, con un tamafo que varia de 2.6 a 6.8 Mb. La existencia de
esta microdelecion 20q11.2 se ha propuesto, basado en cinco casos, que
muestran anomalias de las extremidades, discapacidad intelectual, dificultades de
alimentacién, dimorfismo craneo facial y malformaciones variables (Jedraszak y
col., 2015).

()
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En el cromosoma 22 también se determind una pérdida de sefal en el brazo q,
que va de la region q12—q13 el cual se ha relacionado con la presencia de espina
bifida, malformaciones cardiacas y malformaciones de cabeza y cuello (Chen.
2007).

De acuerdo a la informacion recopilada puede deducirse que las anomalias
presentadas en este caso son sobre todo causadas principalmente por el
cromosoma 1 debido a las anomalias craneo-faciales que presenta, seguido por
las anomalias morfoldgicas presentadas que podrian ser causa de los demas
cromosomas.

Todo lo anterior corrobora el historial clinico que presenté este caso, lo que puede
deducir que la técnica permitié la deteccién de anormalidades cromosomicas, por
lo tanto permitié el llevarlo a cabo con las muestras problema con las condiciones

previamente estandarizadas.

Figura 9. Resultado de analisis de CGH del control positivo con multiples alteraciones
cromosomicas.
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CONTROL (-)
46, XX, ish cgh

De acuerdo al analisis de CGH el control resulta normal con un género femenino
(Fig. No. 10), lo que concuerda con lo esperado y confirma que la técnica de CGH
de acuerdo a las condiciones de la sonda especificadas en el Cuadro No. 6 son
las necesarias, ademas que la hibridacion permiti6 obtener los resultados

necesarios para el montaje de la técnica.

Figura 10. Resultado del analisis de CGH del control negativo normal
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11.6. Resultado de la Hibridacién Genémica Comparativa (CGH) de abortos
espontaneos.

CASO 1
(45, X, ish cgh)

El analisis de CGH arrojé adicion muy pequefia en el cromosoma 9 (9911-q13)
(Fig. 11). De acuerdo a Baghbani y col. (2014) el cromosoma 9 cuenta con la
elevada frecuencia de polimorfismos estructurales, que es una variacion natural

que se produce en 2.1% de la poblacion general y se transmite a través de la

(=)



Mara Sue Moreno Gonzalez

familia como rasgo mendeliano, esto puede suceder en una ubicacion de la banda
(9911-g13). Este no se reporta como causa de aborto, solo puede convertirse en
todo lo contrario si los padres portadores al momento del intercambio de genes
dan lugar a un rearreglo cromosoémico que involucre genes importantes.

Por otra parte si se ha encontrado que la delecion en el brazo corto (p), puede
involucrar multiples anomalias congénitas que dan lugar a un aborto, esto de
acuerdo a Ho y col., (2014). Por lo tanto, se concluye que unicamente es un
polimorfismo.

Por otra parte se observd una monosomia del cromosoma X, este tipo de
alteraciones a diferencia de lo anterior confiere al feto el denominado Sindrome de
Turner. Los pacientes se distinguen por talla baja, disgenesia gonadal y fenotipo
caracteristico. La prevalencia al nacimiento es de 1/2000 a 1/5000 RN vivos
mujeres. Cerca del 1% de todas las concepciones presentan una monosomia X.
De ellas la mayoria terminan en abortos espontaneos, generalmente durante el
primer trimestre del embarazo. En las monosomias parciales o totales del
cromosoma X suceden por la disyunciéon incompleta en la gametogénesis o
pérdida cromosomica en las mitosis iniciales del feto de acuerdo a Tiro y Guerrero,
(2013). Pero en este caso la etiologia de las alteraciones no es atribuible en todo
aspecto a la edad materna ya que unicamente presenta la edad de 29 afos, pero
el padre ya que presenta una edad de 37 afos y de acuerdo a Slama y col., (2005)
la edad paterna influye en tener un aborto espontaneo al aumentar los 35 afios de
edad.
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Figura 11. Resultado de CGH de caso 1
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CASO 2
45, X, ish cgh, dim (16) (p12—p13)

El analisis de CGH demostré que es un producto con monosomia X y una
disminucién de un fragmento del cromosoma 16p12—p13. Lo anterior es
importante ya que recientemente se ha encontrado que la regién 16p13.11 es
recurrente a sufrir una microdelecion o duplicacién, cuando se presenta una
microdelecion ha sido reportada como un factor de anomalias congenitas, incluso
se ha descrito que este segmento puede involucrar algunos genes relaciondos a
funcion o estrucutra cerebral, dando lugar a una atrofia cerebral, esto deacuerdo a
Sungy col., (2012).

Tambien como ya se menciono la monosomia X es un rearreglo frecuente que se
encuentra en este tipo de casos y puede dar lugar a la interrupcion del embarazo.
Este da como concecuencia el denominado sindrome de Turner. Los pacientes se
distinguen por talla baja, disgenesia gonadal y cuello corto. La prevalencia al
nacimiento es de 1/2000 a 1/5000 RN vivos mujeres. Cerca del 1% de todas las

concepciones presentan una monosomia X. De ellas la mayoria terminan en

(=)



Mara Sue Moreno Gonzalez

abortos espontaneos, generalmente durante el primer trimestre del embarazo, de
acuerdo a Tiro y Guerrero, (2013).

En este caso la perdida fetal es atribuida principalmente a la perdida del
cromosoma X. Esto puede ser atribuible a la edad de ambos padres que es mayor
a 40 afos. Se han encontrado estudios en los que se concluye que en mujeres
con una edad mayor a 35 afos se presenta una alta frecuencia de sufrir algunos
efectos adversos reproductivos como: infertilidad, aborto espontaneo,
complicaciones en el embarazo, anormalidades congénitas y mortalidad a
diferencia de las madres jovenes esto de acuerdo a De la Rochebrochad y
Thonneau, (2002). En cuanto a el efecto paterno el riesgo de aborto espontaneo
tambien se incrementa cuando la pareja masculina tiene una edad de 35 afios o

mas, de acuerdo a Slama y col., (2005).

Figura 12. Resultado de CGH del caso No.2
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CASO 3.
45, XY, ish cgh, dim (14)

De acuerdo al CGH se presenta una monosomia del cromosoma 14 con un
geénero masculino (Fig. 13). La pérdida completa de un cromosoma 14 no se ha
reportado en la literatura como un factor de riesgo de un aborto involuntario, sin
embargo cuando se presenta una trisomia de este cromosoma es todo lo
contrario. Para la trisomia 14 se ha descrito que en la sexta semana de desarrollo
se puede observar un embrion con encefalocele y desarrollo de las extremidades
tardio y al séptimo con espina bifida, microcefalia anomalias faciales y
extremidades con retardo en el desarrollo segun Chen, (2007).

Por otra parte se ha encontrado que la perdida de algunos genes que se
encuentran en este cromosoma pueden estar involucrados en ciertos factores
biolégicos de gran importancia un ejemplo de ello es la microdelecién 14g23.1 la
cual contiene los genes DAAM1 y KIARA que estan implicados en la organizacion
del citoesqueleto de actina en las células encargadas del movimiento celular. Por
otra parte DAAM1 interactua con otros genes que son esenciales para el
desarrollo embrionario del corazén. Por lo tanto, una delecidon de solo una de las
copias de DAAM1 puede afectar los patrones espaciales y temporales de la
cardiogénesis esto de acuerdo a Bao y col., (2012).

Se atribuye que la pérdida fetal esta vinculada la pérdida de genes con una gran
importancia biolégica como a la funcion cardiaca y otros que afectan el crecimiento
(Eventov-Friedman y col., 2015).

Este caso de acuerdo a la tabla de datos clinicos, la madre presenta una edad de
19 afios y no se obtuvo el dato del padre por lo tanto no se atribuye directamente
la aparicion de la pérdida de un cromosoma 14 a esta etiologia, por la falta de

informacion.

()
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Figura 13. Resultado de CGH del caso 3.

, SN
Tt
L T

I Sl

NI
——
» MDA
i

CASO 4 (46, XX, ish cgh), y CASO 5 (46, XY, ish cgh)

En ambos casos el resultado arrojo un cariotipo normal , siendo que para el caso 4
es un feto de genero femenino (Fig. 14); a diferencia del caso 5 con un género
masculino (Fig 15). Ambos cariotipos no presentan alteraciones cromosomicas
numeéricas o estructurales , por lo tanto el aborto espontaneo pudo ser resultado
de otro tipo de factores, que por mencionar algunos pueden ser endocrinos,

inmunoldgicos e infecciosos en la madre, de acuerdo a Pathak y col. (2010).
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Figura 14. Resultado de CGH del caso 4
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Figura 15. Resultado de CGH del caso 5
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CASO 6

47, XX, ish cgh, enh (18)

El analisis de CGH dio como resultado una trisomia 18 con un género masculino
que da como diagnostico el sindrome de Edwards (Fig. 16), la cual es una rara
anomalia cromosOmica asociada a una discapacidad intelectual grave y multiples
anomalias congénitas, como dimorfismo craneo facial, microcefalia y micrognatia,
orejas implantadas bajas, anomalias esqueléticas o renales y malformaciones
cardiacas, este presenta una incidencia de 1/3000-1/8000 recién nacidos. Solo
hay una tasa de sobrevivencia neonatal de 30% debido a que muchos que
presentan anomalias cardiacas y mueren a las pocas semanas de gestacioén. Se
ha descrito que esta trisomia es letal y una causa del aborto involuntario o tasa de
muerte fetal en aproximadamente el 80% de los casos, lo anterior de acuerdo a
Tarca y col. (2014), por ello esta alteracion detectada en el idiograma, se
determiné como la causa principal de la perdida fetal.

También se muestra una ganancia en la region 13.3 del brazo p del cromosoma
19, la cual hasta el momento se ha vinculado con la escoliosis que es una
deformidad de la columna mas frecuente. En la actualidad, no existe un consenso
claro sobre la influencia genética sobre la escoliosis, sin embargo Mir y col., (2011)
concluyen que el locus genético en el cromosoma 19p 13.3 puede ser una
potencial hipotesis como causa en la etiologia, por ello no se tribuyo la perdida
fetal a este aumento de senal en el cromosoma, que al mismo tiempo puede ser
causa de algunas particulas que aumentan la sefal durante la hibridacion.

Los datos clinicos obtenidos no son suficientes para determinar si es la causa de
la aparicion de estas anormalidades esta relacionado con los padres, ya que la
edad paterna no se presenta y en cuento a la materna, la paciente tenia solo 24
afos, es decir se encontrd fuera rango de edad problema de acuerdo a Garcia y
col., 2002.
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Figura 16. Resultado del analisis de CGH del caso 6
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CASO7
44, X, ish cgh, dim (21)

Se presentd una doble monosomia en este caso vinculando a los cromosomas X'y
21 (Fig. 17.). La monosomia o pérdida del cromosoma 21 puede ocurrir por una
no-disyuncion. De acuerdo a Arbogast y col. (2015). La monosomia es una
anomalia cromosOmica rara que se caracteriza por la pérdida de un segmento
variable a lo largo del cromosoma. Los fenotipos clinicos de estas pérdidas son
heterogéneas y van desde alteraciones leves a consecuencias letales. Las
caracteristicas mas comunes incluyen discapacidad intelectual, dismorfologia
craneo facial, baja estatura, y defectos musculares y cardiacos.

Sin embargo, de acuerdo a Wang y col. (2014) la monosomia 21 es una alteraciéon
letal. La hipotesis de esta alta letalidad es por la insuficiencia de genes esenciales

en el desarrollo temprano del feto.
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La edad de ambos padres era de 18 y 21 afios (padres jovenes). Aunque se ha
encontrado que la edad de ambos padres después de los 35 afios aumenta el
riego que producir anomalias congénitas, existe una hipétesis de acuerdo a
Hijona, (2009) donde se estima que las graficas poblaciones tienen en muchas
ocasiones una forma de “U”, observandose un incremento de riesgo a los
extremos, es decir en las gestaciones de madres muy jovenes y en las de madre
con una edad avanzada. A demas no esta muy claro que el riesgo aumenta de
forma gradual o si existen puntos de inflexion y es que esto cada vez esta mas
estudiado, segun la OMS en las Estadisticas Sanitarias Mundiales 2014 de
México, la tasa media de natalidad mundial entre las adolescentes de 15 a 19
afos es de 49 por 1000, lo cual aumenta a probabilidad que estas madres jovenes
presenten estas patologias.

En el caso de los padres jovenes, de acuerdo a Hinoja; (2009) se desconoce
porque, pero tienen mayor riesgo de dar lugar a una descendencia con
malformaciones congénitas. Los riesgos que se han descrito mas
consistentemente son: defectos del tubo neural, malformaciones cardiacas y
gastrosquisis

Figura 17. Resultado del analisis de CGH del caso 7
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CASO 8
(45, X, ish cgh)

Se determino un ideograma con la perdida del cromosoma X (Fig. 18), es decir,
una monosomia, semejante a los casos 1,2 y 7,da como resultado el Sindrome de
Turner. Como ya se menciono esta alteracion da lugar a la perdidad fetal de

acuerdo a Tiro y Guerrero (2013).

Figura 18. Resultado del analisis de CGH del caso 8
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CASO 9 y CASO 10

En el caso de las muestras 9 y 10 no se obtuvo el resultado necesario para
determinar si las anormalidades cromosémicas son el factor etioldgico del aborto,
a pesar de que se obtuvo una cantidad de ADN necesario como se muestra en el
Cuadro No.7 y se realizé la metodologia de CGH establecida, la ineficiencia de
metafases fue un obstaculo para alcanzar el objetivo deseado. Este problema es
atribuido a un goteo erréneo de las metafases sobre la laminilla de hibridacion. Por
lo tanto no se le atribuye a la técnica directamente, sin embargo Alvarez, (2007),

menciona que se ha presentado algunas limitantes en este tipo de estudios por la
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obtencion de una seinal de hibridacion pobre y poco homogénea, de lo cual este

no es el caso.

CASO 11

46, XX, ish cgh, add (2) (g24.1—q34), add (4) (921.1—q34), add (6)
(q13—q23.2), add (9) (p21.2—p22.3), add (12) (q15—qg23), dim (22) (q11.2
—q13)

El resultado final muestra un feto con género femenino y multiples alteraciones
cromosomicas (Fig. 19). Las anomalias mas resaltantes son la adicion de material
genético el cromosoma 2924.1—34, no se ha encontrado especificamente alguna
anormalidades esas bandas en bibliografia, sin embargo, de acuerdo a Romain y
col. (1994) este tipo de duplicaciones son muy raros, sin embargo ellos describen
una duplicacién 2933.1—q35 en un paciente de novo al cual le atribuyen a que los
padres pueden ser portadores para esta alteracion y las caracteristicas fisicas que
determinaron son, epicanto ancho y plano, nariz deprimida, labio superior delgado,
cuello corto, clinodactilia y grave discapacidad intelectual y fisica.

Otra de las ganancias es en el cromosoma 4q 21.1—34, se muestra casi la
ganancia de todo el brazo q del cromosoma de acuerdo a Chen (2007). Se ha
reportado el caso de una nifia de 7 anos de edad, con una duplicacion de 4q, la
cual presenta retraso mental, dismorfia facial, una pequena hernia umbilical y la
espina bifida oculta de la vértebra toracica 10 a 11.

Por otra parte se ha reportado que las supresiones parciales y duplicaciones del
cromosoma 6 pueden estar asociadas con la espina bifida, y encefalocele, esto
puede ser el caso en la ganancia del cromosoma 6q13—23.2 que en este caso se
reporté (Chen, 2007).

Para el cromosoma 9 también se puede observar una adicion de intensidad de
sefial que va de p21.2—22.3. Se ha encontrado que la trisomia parcial 9p se
asocia a el retraso mental, pero los genes que van de p21.—pter son directamente
implicados también en anomalias faciales, de acuerdo a Feng y col. (2011).

En cuanto a la adicién de sefial en el cromosoma 12915—23, se ha descrito que el

aumento de material genético en sitios intersticiales de este cromosoma son
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demasiado raros de encontrar, sin embargo, de manera general se ha reportado
que la trisomia 12q presenta las siguientes caracteristicas clinicas: retraso
psicomotor, orejas de implantacidon baja, cuello corto y criptorquidia. Estos rasgos
caracteristicos son observables en los recién nacidos o en jévenes, pero se hacen
gradualmente menos notables en la edad adulta y solo se notan algunas
anomalias esqueléticas de las extremidades. Se ha encontrado que las
duplicaciones en la region 12921-12g24 son las mas detectadas. Debido a la
rareza de 12q duplicaciones, se ha sugerido que la alteracion significativa del
brazo largo seria letal, especialmente en las regiones 12913 y 12921.2. Por otro
lado, es probable que la duplicacion de 12q13—q21 es viable sélo en forma de
mosaico y que los efectos de la dosis génica en esta regién causen letalidad
embrionaria, todo lo anterior de acuerdo a Vermeesch y col. (2002).

Se determind una delecién en el cromosoma 22q13—11.2. Hasta el momento se
ha reportado que una microdelecién 22q11.2 que da como resultado defectos del
tubo neural y asociados con la espina, denominado como desorden de Kousseff,
(Chen, 2007) en el cual se muestran fenotipos faciales leves, incidencia de
anomalias cardiacas, y la discapacidad intelectual de acuerdo a Leoni y col.
(2014).

Este caso presenta un gran numero de anormalidades con aumento de sefal, por
ello atribuir a una en especifico es muy dificil sin embargo, de acuerdo a la
literatura encontrada, presenta multiples malformaciones que estan asociadas a
desregulacion de la dosis génica y por lo tanto no es compatible con la vida como
la adicion de sefal que se presenta en el brazo q del cromosoma 12, que resulta
ser letal por ello son muy raros.

Atribuir que la aparicion de todas las anomalias anteriores es a causa paterna es
imposible ya que el dato no fue proporcionado sin embargo la madre cuenta con la
edad de 18 anos y de acuerdo a Hinoja, (2009) menciona que las mujeres muy

jévenes o mayores a 35 afnos son propensas a sufrir estas patologias.
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Figura 19. Resultado del analisis de CGH del caso 11
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11.7 Distribucion de alteraciones cromosémicas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se encontré que 7/9
es decir, un 77.7% de los abortos estudiados mediante la técnica de CGH
presentaron alteraciones cromosdémicas mientras 2/9 que es un 32.3% resultaron
con un cariotipo normal (Fig. 20.), descartando dos muestras (9 y 10) debido a que
no se pudo obtener un resultado por falta de material para analizar (metafases).

Lo anterior es confirmado con lo ya establecido en la actualidad, de acuerdo a
Alvarez, (2007) el aborto involuntario es considerado como uno de los problemas
mas frecuentes que podrian ocurrir durante el embarazo hasta la vigésima
semana de gestacion, se informa que el porcentaje de presentar esta pérdida fetal
va mas alla del 15 % de los embarazos clinicamente conocidos.

Uno de los factores que provoca esta patologia son las alteraciones cromosdmicas
que se presentan en mas de un 50% de los casos, segun Castro y col., (2010) y
Castillo y col., (2014), lo cual sucedid en esta investigacion. Debido a que el
cariotipo convencional de bandas G utilizado como un método de oro para

detectar anomalias cromosdmicas y que presenta un porcentaje de fallo en el
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cultivo de acuerdo a Shen y col., 2016; que va hasta un ~ 20%, por ello la técnica
de CGH con el manejo del ADN es utilizada para diagnosticar las anomalias
desequilibradas, convirtiéndose en un apoyo de la citogenética, como lo es este

caso.

Figura 20. Porcentaje de muestras con alteraciones y sin alteraciones cromosémicas.
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De acuerdo a los resultados anteriores se encontré que de ese 77% que son 7 de
los casos que presento alteraciones cromosomicas, un 71.4% son alteraciones
cromosomicas del tipo numérico, por el contrario un 14.2% son del tipo estructural
y solo en un caso que es el 14.2% se encontraron ambas (Fig. 21), lo anterior es
semejante a lo ya reportado por Garcia y col. (2002) quienes realizaron un estudio
citogenético en muestras de abortos espontaneos resultado un 69.5% de ellos
alteraciones cromosomicas del tipo estructural y el restante 30.5% al tipo
estructural, por otro lado Doria y col. (2009) lo corroboran también pero con la
técnica de CGH que aqui se implementd, donde de un total de 85 muestras
encontraron que un 95.3% de los casos que presentaron anormalidades

cromosomicas pertenecen al tipo numérico y uUnicamente un 4.7% al tipo

estructural.
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Figura 21. Porcentaje de alteraciones numéricas, estructurales y ambas.
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En cuanto a las alteraciones que se presentaron, Cuadro No. 11, se encontré que
la monosomias se encuentran mayormente presentes en los casos examinados
dejando asi que la monosomia del cromosoma X tuvo una mayor incidencia con
un 28.4% de los casos, seguido por otro tipo de monosomias como lo fue en el
cromosoma 14 y una doble monosomia del cromosoma X y 21. Comparando con
los resultados obtenidos con Yacut y col. (2015). Se ha encontrado que el
sindrome de Turner y la trisomia 16 son las anomalias mas frecuentes en los
casos de menores de 35 anos de edad, lo cual coincide ya que un 75% de las
monosomias X que se presentaron, pertenecen a los grupos de edad menores a
los 35 afios. Sin embargo la trisomia 16 no aparece en ninguno de los casos,
unicamente la monosomia del cromosoma 14, lo cual es importante resaltar que
no se encontrd literatura que cite a este como un factor de aborto pero se ha
descrito que ciertas microdeleciones como sucede en el 14g23.1 presenta algunos
genes involucrados en la cardiogénesis del embrion, de acuerdo a Bao y col.
(2012).
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Unicamente se presenté una trisomia (14.2%) en el cromosoma 18 (caso 6) De
acuerdo a Yacut y col. (2015) las trisomias que predominan en este tipo de
patologias, se presentan en los cromosomas 8, 13,15,16,18 y 21, en este caso
solo se determind la Trisomia 18 que confiere el denominado Sindrome de
Edwards, que para este caso resulto ser letal.

Se determin6 que solo un 14.2% de los resultados arrojo alteraciones
estructurales en conjunto a una numérica (Caso 2) donde se muestra monosomia
X y una delecion 16p13.1—12, la cual coincide con una de las deleciones
presentadas por el control positivo, la cual de acuerdo a la literatura citada es
causante de multiples anomalias congénitas (Sung y col., 2012). Sugiriendo que la
sensibilidad del CGH permite detectar aquellas anomalias numéricas o
estructurales muy pequenas de 3 o hasta un tamafio de 5 Mb. Otro 14.2% de la
anomalias presentadas fue del tipo estructural que como se sabe este porcentaje
esta en un rango normal ya que las alteraciones estructurales que encuentran en
un porcentaje bajo a diferencia de las anomalias numéricas, en este caso se
muestra la duplicacion de varias regiones de distintos cromosomas (Caso 11),
dando a conocer un gran numero que anomalias cromosomicas, lo anterior
proporciona un diagnostico muy desfavorable ya que, de acuerdo a Luthardt y
Keitges, (2001) la duplicacion de un segmento de un cromosoma se produce por
lo general por un intercambio desigual entre cromosomas homélogos o cromatidas
hermanas En general, las duplicaciones son menos perjudiciales que las
deleciones, sin embargo inevitablemente se asocian con algunas anomalias
clinicas y la gravedad se correlaciona con el tamafio de los segmento duplicados,
tal es el caso donde se muestra aumento y disminucién de sefial en grandes

segmentos de los cromosomas, es decir, un gran numero de bases.
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Cuadro No. 11. Tipos de alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas que se

presentaron en las muestras recolectadas.

Resultado del CGH Numero de casos Porcentaje
Alteraciones numéricas 5 71.4%
TOTALES
Otras monosomias 1 14.2%
Doble monosomia 1 14.2%
Monosomia X 2 28.4%
Trisomia 1 14.2%
Euploidias 0 0%
Alteraciones estructurales 1 14.2%
TOTALES
Ganancia 1 14.2%
Perdida 0 0%
Alteracion numérica y 1 14.2%
estructural
TOTAL 7 CASOS 100%

Cuadro No. 12. Cantidad de abortos espontaneos en pacientes que presentaron un
producto con alteraciones cromosomicas.

No de abortos Numero de casos % positivos
1 5 71.4
2 1 14.2
3 1 14.2

Por otra parte de acuerdo al cuadro No. 12 ,solo un 28.4% de las pacientes que
presentaron un producto con alteraciones cromosémicas ha presentado mas de un
aborto consecutivo, a diferencia de un 71% que es la primera vez que se presenta.
Lo anterior es sumamente importante ya que el riesgo que una mujer que ya ha
presentado uno, dos, tres 0 mas abortos espontaneos, tiene una alta posibilidad
de tener otra pérdida en el siguiente embarazo. Con un antecedente de una
pérdida gestacional el riesgo es del 19%, después de dos pérdidas 35% y después
de 3 o mas pérdidas 47%, esto de acuerdo a Valencia y col. (2007).También es
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importante resaltar que aunque en la mayoria de los casos el origen de las
anomalias cromosomicas es de novo, el estudio de los restos abortivos esta
recomendado incluso en el caso del primer aborto, como lo dice Alvarez, (2007)
que en caso de que se produzca un segundo y habiéndose estudiado
cromosomicamente ambos, se podra precisar con mayor exactitud la probabilidad
de que éste se repita ante un nuevo embarazo; para ofrecer un adecuado consejo
genético a estas parejas acerca de futuros embarazos.

Se ha visto que la pérdida de un embarazo no esperado es una traumatica
experiencia para cualquier familia. Por lo tanto, ser capaz de dar explicaciones a
los posibles factores etiolégicos de aborto espontaneo es de gran ayuda, como en
el caso de las alteraciones cromosOmicas que son las mas comunes. Sin
embargo, la informacién es a menudo inaccesible debido a los fallos frecuentes en
cultivo de tejidos para la obtencion del cariotipo como lo menciona Hu y col.
(2006), por ello como se pudo determinar en este estudio la técnica de CGH que
emplea el ADN genomico evita ese tipo de fallas, convirtiéndose en una técnica
complementaria al cariotipo y es que Trussler y col. (2004) ha reportado que el
porcentaje de deteccion de anormalidades cromosdmicas es ligeramente superior,
pero asegura la obtencion del material genético para su analisis y asi dar un

resultado.
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12. CONCLUSIONES

De acuerdo a lo objetivos planteados se pudo determinar:

o La técnica de CGH fue estandarizada, esto en el Hospital Juarez de
México, por lo tanto, tiene la capacidad de orientar a todas aquellas parejas que
presenten por lo menos un aborto espontaneo, para asi determinar si la causa de
ello es por alteraciones genéticas, permitiendo establecer su diagnédstico, planificar
futuros embarazos y disminuir costos en examenes adicionales, que solo seran

necesarios en algunos casos.

o A través del software Isis (Metasystem) se puede identificar las alteraciones
cromosoOmicas desbalanceadas para asi llevar a cabo un analisis certero. Siempre
y cuando el material cromosémico sea el suficiente (metafases) y se tenga la

capacidad de analizar el cariotipo.

o Se identificaron una serie de anomalias congénitas en su mayoria
numeéricas, de las cuales destacan las monosomias en el cromosoma X, 16 y 21.
Seguido de la trisomia 18 y en el caso de las anomalias estructurales, se identificd
regiones de disminucion y adicion de intensidad de senal especifica que dan lugar

a la pérdida fetal.

o Determinar el posible origen de las anomalias numéricas o estructurales
presentadas no es posible, ya que asegurar que alguno de los padres es portador
de este tipo de problemas es arriesgado, debido a la de a la falta de informacién
de su historial clinico o la correlacién del resultado del feto con los padres por

medio de una técnica ya sea molecular o citogenética.

()
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13. PERSPECTIVAS.

1. Se implementara una técnica por medio de la biologia molecular como lo es
PCR para corroborar los resultados obtenidos en las11 muestras de ADN de tejido
de aborto espontaneo, lo cual permitira determinar si la técnica esta totalmente

estandarizada y si es sensible para la deteccién de anomalias cromosomicas.

2. Se incrementara el numero de muestras de tejido de aborto espontaneo
para su estudio y asi, obtener mayores resultados que puedan ayudar al estudio

de esta patologia.

3. Determinar el origen de las anomalias cromosdémicas obteniendo la
informacion necesaria en el historial clinico o implementando una técnica de
deteccion de anomalias cromosdémicas en los padres. Por otra parte, seria
necesario investigar bibliograficamente el origen genético de cada una de las

anomalias.
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ANEXO 1

Consentimiento informado para llevar a cabo el protocolo de investigacion.

SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION:

Deteccion de alteraciones cromosdmicas por hibridacion genémica comparativa

(CGH) en abortos y recién nacidos malformados de etiologia desconocida.
1. Informacién sobre el estudio.

El aborto es el término de la gestacion antes de la vigésima semana, o si la edad
de gestacidon no se conoce, el embrién o feto con un peso menor de 400 gramos,
existen diferentes factores que ocasionan el aborto en los que encontramos la
edad de los padres y las alteraciones cromosdmicas. Este estudio aportara
informacion si existe algun problema cromosdomico presentes en embridn
abortado, para una prevencion de futuros embarazos en las parejas con este

problema.

De acuerdo a esto se me ha invitado a participar en un estudio de investigacion,
éste involucra a parejas que presentan un aborto sin una causa conocida y donar
una muestra de sangre periférica o tejido del embridn obtenida durante mi
estancia en el hospital este conducto se solicita mi consentimiento para realizar el

analisis gendmico en el numero de copias y los estudios que de ello deriven.
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Procedimiento.

Se tomaran de 10 a 20 mg de tejido del embriéon siempre y cuando cumplan con

las caracteristicas necesarias para participar en el estudio.
a. Riesgos:

No presenta riesgos debido a que la toma de muestra se realizara unicamente al

embrion abortado.
b. Beneficios:

Los resultados de este estudio ayudaran al diagnostico, ya que aportar

informacion util para futuros embarazoé en las parejas con este problema.
2, Confidencialidad.

La informacion que se obtenga de este estudio, incluyendo registros clinicos, sera
tratada como privilegiada y confidencial y no sera divulgada o revelada a ninguna

persona sin mi consentimiento por escrito.
3. Participacion / suspension.

Mi participacién en este estudio es voluntaria. Estoy en libertad de decidir no
participar en el mismo al no autorizar el analisis molecular de la muestra de sangre
o tejido obtenido del embrién abortado. El rehusarme a participar en este proyecto

de investigacion no afectara mi atencién médica.
4. Contacto

En caso de requerir mas informacion o duda respecto a su participacion y
derechos, se puede contactar con la M en C. Médnica Sierra Martinez al tel:
57477634
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5. Consentimiento.

La M en C. Mobnica Sierra, investigador responsable del proyecto y la cual
reconoce el compromiso que implica solicitar y aplicar la carta de consentimiento
informado, se ha encargado de explicarme los pormenores del mismo. He tenido
la oportunidad de hacer preguntas. Si tengo alguna duda deberé comunicarme
con ella al teléfono 57477560 ext 7330 o acudir personalmente a la Unidad de
Investigacion, laboratorio 3 de Genética y Diagndstico molecular del Hospital

Juarez de México.

Al firmar este documento, yo accedo voluntariamente a participar en este estudio.

Lugar:

Fecha:

Nombre del paciente:

Firma del paciente:

Nombre del testigo:

Firma del testigo:
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