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SINTESIS

Con el objetivo de describir cromosomopatias en pacientes con fallas reproductivas en Villa Clara,
se realizd un estudio observacional, descriptivo transversal, que incluyé 10 495 cariotipos
postnatales y prenatales entre febrero 1995 y enero 2020. Se analizaron variables citogenéticas y
clinicas para diferentes grupos independientemente. El 1,18 % de las mujeres y el 0,69 % de los
hombres con pérdidas gestacionales presentaron aberraciones cromosomicas estructurales
balanceadas. Entre los individuos infértiles predominaron las variantes citogenéticas del sindrome
Turner y el sindrome Klinefelter con cariotipo 47,XXY. El heteromorfismo cromosomico Ygh+
predomind entre hombres infértiles cromosémicamente normales y el inv(9gh) en hombres con
antecedentes de pérdidas gestacionales recurrentes. El 83,93 % de las cromosomopatias
diagnosticadas prenatalmente fueron trisomias, con una positividad de 1,76 %, y el 1,12 % se
correspondi6 con sindrome Down. En tejidos fetales la positividad fue de 62,22 %. La repercusion
de las cromosomopatias sobre el fenotipo mostrd predominio de las cardiopatias. Se concluye que
la frecuencia de las aberraciones cromoséomicas en pacientes con fallas reproductivas varia segun
los grupos de estudio, las translocaciones reciprocas y por fusion centromérica son la causa
principal de pérdidas gestacionales recurrentes, mientras que el sindrome Turner y el sindrome

Klinefelter son las de infertilidad.
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INTRODUCCION

Para la mayoria de las parejas el embarazo y su culminacién exitosa es el mayor evento en la vida.
En muchos paises la atencion a la fertilidad es un elemento basico de los servicios integrales de
salud reproductiva y un componente clave del derecho de la pareja a lograr descendencia. El
aborto rompe las expectativas y desestabiliza emocionalmente la vida familiar y social, y en
algunas regiones del mundo constituye un delicado asunto cultural, social y politico. (1)

El estrés se incrementa en las parejas con abortos espontaneos repetidos y a la vez, para el médico
que las atiende puede ser frustrante no llegar al diagnostico certero de la causa en la mitad de los
casos. La afectacion psicologica es manifiesta en las parejas con dificultades reproductivas, la
probabilidad de trastorno por estrés postraumatico es 2.55 veces mas probable cuanto mayor es
el numero de pérdidas gestacionales sufridas. (1)

El indice de fallas reproductivas humano es alto y constituye un problema evolutivo visto desde la
perspectiva de la seleccidn natural. (2) Una parte importante de la poblacion se expone a agentes
ambientales o estilos de vida con efectos adversos sobre la reproduccidn. Algunos solo son
conscientes después de la pérdida gestacional o el nacimiento de un descendiente afectado. El
efecto epigenético transgeneracional es otro fenémeno en estudio, pero aun permanecen sin
dilucidar las consecuencias ambientales a largo plazo para la célula y el genoma. (3)

La principal causa de abortos son las aberraciones cromosomicas, especificamente las
aneuploidias; sin embargo, es dificil conocer la constitucién cromosomica de un producto abortado.
Multiples factores limitan su estudio como el desconocimiento de la gestacion por considerar la
amenorrea una irregularidad del ciclo menstrual, la expulsion imprevista en condiciones

inesperadas que impiden su conservacion y trasladado a centros hospitalarios, el deterioro y la



contaminaciéon con hongos o bacterias de los tejidos, y la no disponibilidad de centros con
tecnologia para estudios de citogenética clasica y molecular. (2, 3)

La pérdida gestacional recurrente es un gran reto para la medicina reproductiva en el mundo,
afecta entre el 1 % al 2 % de las mujeres y en la mayoria no es posible identificar la causa. No
existe un consenso internacional para su diagnostico y tratamiento. Las causas genéticas
representan entre el 2 % y el 5 %, una de las principales son las aberraciones cromosémicas
balanceadas. (4-7) En Cuba, el dato no se registra en las estadisticas oficiales; no obstante
estudios en la provincia de Granma arrojan que el 30,28% de las gestantes con abortos
espontaneos han sufrido pérdidas previas. (8, 9)

Estudios cromosomicos realizados en India a individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion
en diferentes regiones del pais evidencian que en la zona sur la frecuencia es de 1,41 % para las
aberraciones cromosdmicas y 1,89 % para las variantes polimorficas en parejas con tres y mas
abortos recurrentes; en la regidn oeste la frecuencia de alteraciones cromosomicas es de 3,31 %
y la de variantes polimérficas de 9,06 % en individuos con dos y mas pérdidas gestacionales;
mientras que en la region norte, la frecuencia de alteraciones cromosémicas es de 7 % en parejas
con abortos recurrentes. (10-12)

El estudio de 3 235 parejas con abortos recurrentes en China refleja una frecuencia de alteraciones
cromosomicas del 3,74 %, en el cual se incluye la variante de heteromorfismo cromosdmico de
inversion de la heterocromatina pericentromérica del cromosoma 9. En Tunes, la frecuencia
reportada es de 8,50 % para tres y mas abortos y en Iraq de 28%; pero ambos estudios incluyen
varios heteromorfismos cromosomicos. (13-15) Investigaciones en Mexico y Peru acerca de las
causas cromosémicas de la infertilidad describen frecuencias de 12,50 % y 6,43 %
respectivamente, ambas incluyen los heteromorfismos cromosdmicos. (16,17)

En Cuba se han publicado varios estudios que describen las frecuencias de cromosompatias en

pacientes con fallas reproductivas en diferentes provincias. En 367 pacientes de Pinar del Rio con



tres 0 mas abortos espontaneos consecutivos o cinco alternos se encontr6 una frecuencia de 3,3
% de aberraciones cromosomicas y 9 % de heteromorfismos cromosomicos, en Camaguey refieren
31,71 % de aberraciones cromosdmica en pacientes con trastornos de la fertilidad sin distincion
de edades y la inclusién de un amplio espectro de criterios de indicacién para cariotipo, y en el
laboratorio del Centro Nacional de Genetica Médica los cariotipos de 472 pacientes con fallas
reproductivas de las antiguas provincias de Ciudad de La Habana, La Habana y Pinar del Rio
arrojan una frecuencia de 2,90 % de aberraciones cromosomicas y 1,77 % de variantes
heteromorficas relacionadas solamente con la inversion de la heterocromatina pericentromérica
del cromosoma 9. (18-20)

El impacto del envejecimiento poblacional, la disminucion de la natalidad y la crisis migratoria
obliga a enfocarse en los problemas de la fecundidad humana. El objetivo de todos los programas
de reproduccion es la preparacion de las parejas con el fin de concebir un embrién saludable, a la
vez de identificar y comprender las causas que provocan fallas reproductivas. La caracterizacion
de las aberraciones cromosomica balanceadas, el origen, la segregacion cromosomica en las
familias y el comportamiento en la descendencia permiten estimar el riesgo de forma mas certera.
El futuro de la medicina reproductiva pasa por dos hitos vitales: mejorar la eficiencia de los
tratamientos de reproduccion asistida y lograr el nacimiento de nifios sanos. (21)

Situacion problémica: No existen datos acerca de la contribucion de las aberraciones
cromosomicas a la etiologia de la infertilidad y las pérdidas gestacionales en la provincia de Villa
Clara y una importante proporcion de parejas no llega a conocer las causas.

Problema cientifico: ;Cuél es la contribucién del componente cromosémico en las fallas
reproductivas de pacientes de la provincia de Villa Clara atendidos en el Laboratorio de
citogenética del Centro provincial de genética medica entre 1995 y 20207

Hipétesis cientifica: Las aberraciones cromosdmicas contribuyen a las fallas reproductivas con

frecuencias diferentes segun el tipo.



Objeto de estudio: Las fallas reproductivas de causa genética.
Sujeto de investigacion: Hombres, mujeres y parejas con fallas reproductivas de potencial causa
cromosomica.

Campo de accion: Las fallas reproductivas originadas por aberraciones cromosomicas.

Objetivo general

. Describir aberraciones cromosémicas y heteromorfismos cromosomicos en pacientes con fallas

reproductivas de la provincia Villa Clara entre 1995 y 2020.

Objetivos especificos

1. Definir las aberraciones y los heteromorfismos cromosémicos en individuos con pérdidas
recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer
afo de vida, 0 ambos.

2. |dentificar las aberraciones y los heteromorfismos cromosomicos en individuos de ambos sexos
con infertilidad.

3. Determinar las aberraciones cromosdmicas en estudios prenatales y tejidos sélidos fetales como
causas potenciales de fallas reproductivas.

4. Caracterizar citogenética y clinicamente las aberraciones cromosomicas diagnosticadas en los

individuos de los grupos estudiados.

Fundamento metodoldgico de la tesis

La investigacion se inserto en el contexto de la medicina reproductiva.

El fundamento metodoldgico se sustenta en el analisis de las aberraciones cromosémicas como
causa de fallas reproductivas, desde una perspectiva holistica y considerando las influencias del
desbalance cromosomico sobre el desarrollo en diferentes etapas de la vida y la repercusion sobre

el fenotipo, la fertilidad y la reproduccion humana.



Para ello se llevo a cabo un estudio observacional, descriptivo transversal, durante 25 afios en la
provincia de Villa Clara. A partir de la poblacion de individuos remitidos a los servicios de Genética
Clinica con algun criterio de fallas reproductivas, en los que se considerd realizar estudio
cromosomico. Se conformaron ocho grupos de analisis atendiendo al motivo de indicacién y al tipo
de muestra bioldgica analizada.

En esta investigacion se empled un criterio propio de falla reproductiva con una perspectiva amplia
que abarcd las pérdidas gestacionales recurrentes, los hijos fallecidos prenatalmente y durante el
primer afio de vida con defectos congénitos, las interrupciones electivas de la gestacion por
defectos congénitos y la infertilidad. Estos criterios fueron considerados para la realizacién de los
cariotipos en sangre periférica.

También se incluyeron los fetos con diagnéstico prenatal citogenético de aberracion cromosémica
no balanceada con potencial para originar pérdidas gestacionales, a los que se realizé cariotipo en
liquido amnidtico o vellosidades coriénicas y placentarias; asi como los productos de interrupcion
electiva de la gestacidn con defectos congénitos diagnosticados por ecografia fetal, que al examen
anatomopatoldgico presentaron fenotipo sugerente de cromosomopatia, y se les realizé cariotipo
en tejidos solidos fetales.

Se identificaron las causas cromosémicas de fallas reproductivas segun el tipo de aberracién, los
cromosomas, brazos, puntos de ruptura involucrados y el origen heredado o de novo y parental.
En cada grupo se analizaron las frecuencias de los cambios cromosdmicos de manera individual
y se caracterizaron segun la naturaleza de las causas y los mecanismos subyacentes.

En los casos de aberraciones cromosémicas estructurales sugestivas de origen hereditario se
realizé estudio familiar y se diagnosticaron portadores balanceados que desconocian su condicidn

de riesgo en los que se identifico el tipo de segregacion meidtica.



En los individuos con cromosomopatias se realizé el andlisis de la relacion cariotipo-fenotipo para
evaluar la influencia del desbalance cromosomico en los tipos de fallas reproductivas
considerados.

Los heteromorfismos cromosomicos diagnosticados en los pacientes con fallas reproductivas se
analizaron segun el cromosoma involucrado, el tipo y el nimero de variantes por cariotipo.

En la figura 1 se presenta el organigrama general de la investigacion.

Identificacion de aberraciones cromosomicas y heteromorfismos cromosomicos en fallas reproductivas
Villa Clara, febrero 1995 a enero 2020
i L 3 18 ¥
'S N (7 ~
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- e Estudic ioti -
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i

Determinacion de los por cientos de positividad
Estudio familiar y analisis de segregacion en aberracionescromosémicas heredadas
Relacién cariotipo-fenctipo

Fuente: Original de la autora

Figura 1: Organigrama metodoldgico de la investigacion. Fuente: Original de la autora

Novedad cientifica

Por primera vez se demuestra la importancia de los cambios cromosomicos y su repercusion en
individuos con fallas reproductivas y se obtienen datos fidedignos de la frecuencia de aberraciones
y heteromorfismos cromosémicos en pacientes con pérdidas gestacionales e infertilidad de la
provincia de Villa Clara.

Se utiliza un concepto novedoso e integrador de falla reproductiva desde una perspectiva
cognoscitiva amplia, lo que constituye un valor afiadido de la investigacion.

Se caracterizan las causas cromosomicas de las fallas reproductivas durante un largo periodo de

tiempo con datos de alto rigor cientifico y una revision integral de todos sus aspectos, la cual no

6



existia total ni parcialmente hasta este momento, pues en la literatura nacional e internacional
aparecen hallazgos aislados de algunos de los grupos que se estudian en esta investigacion, pero

no de todos en conjunto

Aporte metodolégico

La identificacion de las causas cromosomicas, divididas en grupos como fundamento principal de
tipos especificos de fallas reproductivas, permite detallar analogias y diferencias en cuanto al tipo

de alteracion cromosomica y los por cientos de positividad entre grupos.

Aportes tedricos

Se elabora un concepto integral y abarcador de falla reproductiva, que permitié profundizar en la
etiologia cromosdmica de los diversos tipos.

Se establecen las frecuencias de aberraciones cromosémicas, los tipos, cromosomas, brazos y
puntos de ruptura involucrados, utiles para el asesoramiento genético en la estimacion del riesgo
y la comprensién de la variabilidad fenotipica de los sujetos.

Los andlisis de segregacion cromosdmica meiotica constituyen herramientas vitales para la
evaluacion del riesgo en las familias y sirven de apoyo en la docencia de pregrado y postgrado al
contar con ejemplos reales de aberraciones y segregaciones cromosomicas infrecuentes.

Se establece un algoritmo de estudio genético para la atenciéon a las parejas infértiles que
contribuye a organizar su seguimiento a través de los diferentes niveles de atencién de salud.

El algoritmo elaborado permite trazar estrategias de prevencion primaria que contribuiran a
minimizar la problematica de salud reproductiva en la provincia.

Aportes practicos

En la practica médica, el conjunto de los resultados alcanzados en este trabajo contribuye a

establecer criterios de indicacidn de estudios cromosomicos en individuos con fallas reproductivas.



Se proporciona asesoramiento genético a los individuos y parejas con fallas reproductivas,

garantizando la informacion sobre el conocimiento de la causa cromosomica y sus riesgos.

Aportes sociales

Beneficio a la salud psicoldgica y la estabilidad emocional de los individuos y parejas que hasta el
momento del estudio desconocian la causa del fallo en la reproduccién, lo cual se extiende al

entorno familiar, laboral y comunitario.

Volumen y estructura de la tesis

La tesis se presenta en un volumen unico que consta de introduccidn y cinco capitulos, en el
Capitulo 1 se expone el marco tedrico conceptual necesario para el desarrollo de la investigacion,
se plasman teorias, causas, mecanismos biolégicos y tratamientos relacionados. En el Capitulo 2
se sefialan los materiales y métodos utilizados, se describen las técnicas de laboratorio utilizadas,
la forma de obtener y procesar la informacion. En el Capitulo 3 se describen las aberraciones
cromosomicas en individuos con pérdidas gestacionales, se determina el por ciento de positividad
de los estudios citogenéticos, se realiza el andlisis de segregacion de las cromosomopatias
heredadas y la relacion cariotipo-fenotipo. En el Capitulo 4 se abordan las aberraciones
cromosdmicas en pacientes de ambos sexos con infertilidad, se determina el por ciento de
positividad de los estudios cromosdmicos, se exponen las variantes citogenéticas y se describe el
fenotipo de los pacientes. En el Capitulo 5 se realiza el estudio de cromosomopatias que
potencialmente conllevan a fallas reproductivas en fetos mediante muestras obtenidas
prenatalmente o de tejidos solidos fetales. Se presentan las conclusiones y recomendaciones, se
relaciona la bibliografia y la autobibliografia de la autora. Un grupo de figuras se colocaron al final

del capitulo correspondiente, y los anexos al final del documento.



CAPITULO 1



CAPITULO 1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO ACERCA DE FALLAS

REPRODUCTIVAS DE CAUSA CROMOSOMICA

La reproduccion de las especies es un evento central en la biologia. Las desviaciones de la
reproduccion humana acarrean implicaciones sustanciales en diferentes esferas de la vida y son
objeto de intensos estudios que la situian como un érea emergente del conocimiento. En este
capitulo se planted como objetivo profundizar en el estado actual del conocimiento sobre las fallas

reproductivas de causa cromosomica.

1.1. Fallas reproductivas. Definiciones conceptuales

La concepcion y gestacion humana son procesos vulnerables y a la vez robustos: vulnerables
porque gran proporcion de concepciones son cromosomicamente anormales y culminan en
abortos; robusto porque en mas del 99% de las gestaciones que llegan a término, el feto es
cromosomicamente normal. La vulnerabilidad e ineficiencia recaen sobre la ovogénesis, y en
menor medida sobre la espermatogénesis. La frecuencia de las patologias cromosdmicas depende

de la ventana observacional, en recién nacidos son la punta del iceberg. (22, 23)

1.1.1. Falla reproductiva

Es el desenvolvimiento reproductivo anormal, el cual incluye historia de infertilidad, abortos
espontaneos recurrentes, muertes fetales e hijos con defectos congénitos o enfermedades

incompatibles con la vida. (24)



1.1.2. Aborto

La Organizacion Mundial de la Salud define al aborto como la interrupcién de la gestacion antes
de las 22 semanas (154 dias) a partir de la fecha de Ultima menstruacion, mediante la extraccion
0 expulsion de un embrion o un feto menor de 500 gramos. (25-27)

El aborto espontaneo o involuntario es la complicacion mas frecuente del embarazo, afecta entre
el 15 % y 20 % de las gestaciones clinicas. Aunque se considera que las dos terceras partes de
las concepciones terminan antes del sexto mes, la mayoria lo hace de forma subclinica antes de
la implantacién, cuando solo se identifican por métodos bioquimicos. (26, 28) El aborto espontaneo
precoz o temprano ocurre antes de las 12 semanas de gestacion y el tardio entre las 13 y las 22.
Cerca del 80 % de las pérdidas espontaneas ocurren en el primer trimestre y el riesgo disminuye
cada semana que avanza la gestacion. El aborto completo es la expulsion total de los tejidos del

embarazo, y el aborto diferido es la muerte del producto sin su expulsion. (25)

1.1.3. Pérdida gestacional recurrente

Definida por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva como una enfermedad establecida
por la pérdida de dos 0 mas gestaciones clinicas reconocidas por ultrasonido o histopatologia, no
necesariamente consecutivas. (29) Se excluyen las gestaciones bioquimicas, los embarazos
ectdpicos y molares. (28) Si ocurre antes de las 22 semanas se denomina aborto recurrente o
habitual, pero no existe un consenso universal y muchos médicos toman como punto de corte la
semana 20, mientras que otros la 24. (25-27, 30-34, 35)

La Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccion Humana establece como pérdida
gestacional recurrente aquellas que repiten con independencia de la ubicacién anatdémica y sin
indicar numero de recurrencia. (35) El Colegio Real de Obstetras y Ginecdlogos considera la

pérdida de tres 0 mas gestaciones antes de la semana 24, segun la ultima menstruacién. (28, 34)
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Se clasifica como primaria cuando la mujer no ha logrado un embarazo viable a término, y

secundaria cuando al menos existe un nacimiento vivo anterior. (26, 28, 35)

1.2. Epidemiologia del aborto recurrente

La existencia de varios conceptos de aborto recurrente influye en la incidencia y prevalencia. (36)
Es mas frecuente en el primer trimestre, el 31,9 % ocurre antes de las siete semanas de
amenorrea, el 52,3 % entre las semanas ocho y once, y el 11,1 % entre las semanas 12y 15. Al
pasar el primer trimestre, la frecuencia es del 4,7 %. (26) Alrededor del 5 % de las parejas tienen
dos abortos y el 1 % tres o mas. (28, 37)

La incidencia observada de aborto recurrente es mayor que la esperada por probabilidad (0,34 %),
lo que sugiere la existencia de factores potencialmente determinantes e identificables. El riesgo
aumenta con la edad materna y el numero de pérdidas. Las mujeres mayores de 35 afios tienen
mayor riesgo de pérdidas recurrentes. El riesgo en mujeres que nunca han abortado es del 9 %, si
hay antecedentes de un aborto es del 12 %, con dos abortos del 20 %, y con tres 0 més abortos

del 40 %. La existencia de hijos previos no reduce el riesgo. (38-43)

1.2.1. Etiologia de las pérdidas gestacionales

Las causas de abortos espontaneos se dividen en maternas y ovulares: las maternas afectan la
nutricion y desarrollo del huevo provocando su expulsion y las ovulares causan degeneracion y
muerte embrionaria y trofoblastica. Las causas maternas locales se circunscriben al itero, mientras
las generales son enfermedades maternas sistémicas. Las causas ovulares mas frecuentes son
genéticas, las cuales causan abortos precoces y el 70 % son cromosomopatias. Entre estas,
predominan las aneuploidias con un 60% de trisomias, seguidas de triploidias, monosomias,
tetraploidias y trisomias dobles. Se ha observado fuerte relacion entre edad materna avanzada,
aneuploidias y aborto espontaneo. Los trastornos monogeénicos y multifactoriales también son
responsables de abortos. (22, 26, 27, 29, 31, 44)
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El aborto recurrente comparte etiologias con el aislado, como las anomalias uterinas en el 12 % y
los trastornos endocrino metabdlicos maternos en el 19 %. El sindrome antifosfolipido es
responsable del 16 %. Otras causas son los trastornos de la hemostasia materna, inmunoldgicos,
endometriales, infecciones crénicas, obesidad y ambientales. (30, 33, 45-49)

Las aberraciones cromosémicas estructurales balanceadas se diagnostican entre el 2 % y el 6 %
de las parejas con pérdidas gestacionales recurrentes, de 10 a 20 veces superior a lo observado
en la poblacién general, variando la frecuencia segun criterios de seleccion de la muestra y
clasificacion del cariotipo. Se ha observado recurrencia de aneuploidias en abortos de mujeres con
pérdidas recurrentes y edad materna avanzada. (23, 26, 28, 33, 37, 50, 51)

La evidencia del efecto de factores ambientales es escasa y la validez de los estudios controversial;
sin embargo, la exposicion crénica a agentes toxicos como cigarro, café, alcohol, metales pesados,
pesticidas y carencias nutricionales se asocia con pérdidas gestacionales recurrentes, aunque los
mecanismos no estan bien aclarados. (52-54)

El 50 % de las pérdidas gestacionales son de etiologia inexplicable; sin embargo, Sugiura-
Ogasawara y colaboradores, (55) al estudiar la constitucion cromosémica de los productos
abortados reducen este grupo al 24,5 %, y Popescu y colaboradores (56) hasta el 10 %, porque
realizan andlisis de microarreglos de los 24 cromosomas. El avance tecnoldgico permite esclarecer
alteraciones cromosomicas no diagnosticables en los cariotipos de rutina. (26, 57-62)

Las pérdidas gestacionales recurrentes se asocian a infertilidad y muchas mujeres desconocen la
ocurrencia de abortos tempranos. La edad gestacional al momento de la pérdida esté relacionada
con la etiologia. El 70% de los embriones con cromosomopatias se abortan antes de la octava
semana, mientras que las causas maternas predominan en el segundo trimestre. (33, 63)

El indice de fecundidad mensual femenino es del 20 %. Se considera superfertilidad si es mayor
del 60 % y la causa radica en una desregulacion endometrial que facilita la implantacion; pero, los

trastornos de la placentacion provocan abortos a repeticion. (33)
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1.3. Pérdida gestacional recurrente de causa cromosomica

Las aberraciones cromosomicas numéricas son mas frecuentes en productos abortados. Las que
reinciden en los descendientes de la misma pareja suelen ser estructurales no balanceadas,
habitualmente cromosomas derivativos heredados de un progenitor portador balanceado de
translocacidn reciproca o por fusion centromérica y de inversion pericéntrica o paracéntrica y es el

motivo de indicacién del cariotipo en sangre periférica con méas de dos abortos. (26, 64-66)

1.3.1. Aberraciones cromosomicas estructurales balanceadas

Los portadores de aberraciones cromosomicas balanceadas son fenotipicamente normales porque
no existe pérdida ni ganancia de material genético, poseen riesgo incrementado de descendencia
no balanceada, con fenotipo y supervivencia que dependen del cromosoma involucrado, los puntos

de ruptura y el tamafio del segmento. (67-70)

1.3.1.1. Translocacién reciproca

La translocacion reciproca es uno de los reordenamientos cromosomicos mas frecuente en
humanos. Se origina cuando dos cromosomas no homologos intercambian segmentos tras la
ruptura en un brazo de cada cromosoma. Las porciones distales intercambiadas son los segmentos
translocados vy el resto del cromosoma, que incluye el centrémero, es el segmento céntrico. Los
nuevos cromosomas se denominan derivativos (der). Cuando uno de los fragmentos translocados
es muy pequefio y no contiene genes, solo region telomérica, se conoce como intercambio de
unico segmento, pero, si los dos fragmentos son de tamafio considerable y contienen genes es un
intercambio de doble segmento. Pueden ser de novo o heredadas, en el Ultimo caso se transmite
a través de varias generaciones y hay reportes de segregaciones durante siglos. (22, 67, 71)

De las 16 combinaciones posibles en los gametos del portador balanceado, las dos alternantes

son viables. EI 50 % de los espermatozoides y el 70 % de los dvulos de un portador balanceado
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son desbalanceados. El analisis de la segregacion cromosomica en la descendencia no
balanceada arroja que en el 71 % ocurre segregacion adyacente 1, en el 4 % la adyacente 2, en
el 22 % la trisomia 0 monosomia terciaria y en el 2,5 % la trisomia por intercambio. De existir
recombinacién en el segmento intersticial, entre el centromero y el punto de ruptura, se generan

combinaciones no balanceadas adicionales que limitan méas la viabilidad del producto. (22, 72)

1.3.1.2. Translocacién por fusion centromérica o robertsoniana

Descrita en 1916 por el citogenetista WRB Robertson, tiene una frecuencia de 1 en 1 000 recién
nacidos vivos. Es el reordenamiento cromosomico mas frecuente en humanos. Ocurre al
fusionarse dos brazos largos de cualquiera de los cinco autosomas acrocéntricos y formar un unico
cromosoma metacéntrico o submetaceéntrico. (22, 67, 73, 74)

Por probabilidad, existen 15 variantes de translocacion por fusién centromérica con diferentes
frecuencias y mecanismos de produccion. EI 95 % son translocaciones heterologas, para las que

se han descrito tres mecanismos de formacion:

> fusion de los centromeros
» una ruptura en el brazo corto y otra en el brazo largo de dos cromosomas no homoélogos,
seguida de union

> ruptura de dos brazos cortos seguida de union

Los dos primeros mecanismos son infrecuentes y el cromosoma derivativo es monocéntrico. El
tercero es el mas frecuente, origina un derivativo dicéntrico en el que uno de los centromeros se
suprime, 0 ambos permanecen activos, pero por cercania funcionan como uno solo. Las mas
comunes son la translocacion 13;14 y la 14;21, con frecuencias del 75 % y 10 % respectivamente.
Este predominio se debe a segmentos homédlogos especificos invertidos que se entrecruzan
preferentemente en la ovogénesis, en estos dos tipos se observa una sola pareja de regiones con
puntos de ruptura, pero en las translocaciones mas raras existen maltiples puntos de ruptura y el
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origen es postcigético. En los tipos reciprocos la contraparte suele ser un cromosoma acéntrico
inestable que raramente se mantiene como un pequefio cromosoma marcador bisatelital. (22, 67)
Las translocaciones homologas son raras. El derivativo se forma de ambos cromosomas
homdlogos, tiene un centromero y se origina en la primera division mitética del cigoto. El 90% de
las translocaciones por fusidn centromérica clasificadas como homélogas son isocromosomas de
origen meigtico. (67)

El portador balanceado tiene 45 cromosomas, la pérdida de dos copias de las regiones de
organizadores nucleolares ubicadas en p12 no tiene significado clinico. Durante la vida
reproductiva ocurriran abortos por la fecundacién de gametos desbalanceados no viables. Durante
la meiosis de un heterocigoto, el cromosoma derivativo y los dos normales hacen sinapsis en una
configuracion de trivalente. Las unicas trisomias con posibilidades de sobrevivir a la etapa prenatal
son la 21, la 13, la 18, y eventualmente la 22. La segregacién alternante es la mas frecuente,
observada en el 81% al 92% de los espermatozoides. En ovocitos, el estudio de los cuerpos
polares demostré un 42 % de formas desbalanceadas. (22, 67, 74)

La correccion postcigética de un producto trisdmico por translocacion puede revertir el error y
originar un descendiente fenotipicamente normal. El efecto negativo es la disomia uniparental con
la consiguiente presencia de una enfermedad autosémica recesiva, 0 un sindrome por disomia
uniparental. Si la correccion mitética no incluye todas las células se obtendra un cariotipo en
mosaico. (22)

Se denomina efecto intercromosémico a la interferencia de las aberraciones cromosomicas
estructurales balanceadas sobre la meiosis que conllevan a aneuploidias. Se han observado
mayores frecuencias de aneuploidias de los cromosomas X, Y, y 18 en heterocigotos de

translocaciones por fusion centromérica y ha sido més estudiado en espermatozoides. (74-77)
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1.3.1.3. Inversion cromosomica

Es el reordenamiento intracromosdmico con dos puntos de ruptura en cualquier cromosoma, y
rotacion de 1800 del segmento intercalar y reinsercion. El nuevo cromosoma tiene una region

central invertida flanqueada por dos fragmentos distales no invertidos. Se clasifican en: (22, 67)

> Pericéntricas: Puntos de ruptura a ambos lados del centromero, generalmente cambia el
tamario de los brazos y la posicion del centromero.
» Paracéntricas: Puntos de ruptura hacia un mismo lado del centrémero, no cambia el

tamanio de los brazos ni la posicion del centrémero.

La frecuencia de las inversiones pericéntricas en la poblacién oscila entre 0,12 %y 0,7 %, y de las
paracéntricas entre 0,1 % y 0,5 %. Las inversiones simples son mas comunes, las complejas son
infrecuentes y se asocian a otro reordenamiento cromosémico. Las inversiones cripticas interesan

a pequefios fragmentos detectados solo por citogenética molecular. (22, 30)

Inversion pericéntrica

Durante la meiosis, la pareja de cromosomas implicada en el reordenamiento forma un bucle
reverso o de inversion en la zona invertida, y las regiones no invertidas aparean linealmente. Si la
inversion es pericéntrica, al ocurrir entrecruzamiento y recombinacion en la regién del bucle se
producirdn gametos con cromosomas recombinantes desbalanceados con duplicacion y
deficiencia, normales y balanceados. (67)

Otros modelos de apareamiento obvian la formacion del bucle. En un fragmento invertido muy
pequefo no hay sinapsis, el entrecruzamiento y la recombinacién ocurren en regiones no invertidas
y no se formaran cromosomas recombinantes anormales. En la situacion contraria, cuando el
fragmento invertido es muy grande, la sinapsis solo ocurre en la region invertida y el

entrecruzamiento da lugar a cromosomas recombinantes de forma similar al bucle. (67)
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El riesgo de un individuo heterocigoto depende del cromosoma invertido y el tamafio del fragmento.
Sila region invertida es grande existe mayor riesgo de nacimiento de un hijo no balanceado porque
los segmentos distales son pequerios y su delecion o duplicacion puede ser compatible con la vida.
Las inversiones pequefias producen cromosomas recombinantes con grandes fragmentos
duplicados o delecionados, no compatibles con la vida y son mas propensas a pérdidas
gestacionales recurrentes. El riesgo estimado en familias con antecedentes de descendientes no

balanceados es del 5 % al 10 % y en familias donde no los hay, del 1 %. (22, 67)

Inversion paracéntrica

Durante la meiosis del individuo heterocigoto de inversion paracéntrica se forma un bucle de
inversion con los centrdmeros ubicados distalmente. De ocurrir entrecruzamiento dentro del bucle,
los cromosomas recombinantes seran acéntricos o dicéntricos, ambos inestables y letales para la
célula, por lo que toda la descendencia sera fenotipicamente normal. Sin embargo, se han
encontrado recombinantes monocéntricos por ruptura del dicéntrico, entrecruzamiento desigual e
intercambio anormal en forma de U. En raras ocasiones uno de los centromeros del cromosoma
dicéntrico se inactiva o en el acéntrico surge un neocentrémero. El riesgo estimado es de 0,1 % a

0,5 %. (67, 78-82)

1.3.1.4. Insercion

Es un reordenamiento complejo con tres puntos de ruptura y la escisién del fragmento
cromosomico donde ocurrieron las dos rupturas y su insercién en el sitio donde ocurrié una sola.
La insercion reciproca es un reordenamiento mas complejo con cuatro puntos de ruptura y el
intercambio de los fragmentos. Habitualmente se diagnostican mediante citogenética molecular. El

riesgo teorico de descendencia desbalanceada es del 50%. (22, 67, 83)
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1.3.2. Aneuploidias

Son aberraciones cromosomicas donde todo un cromosoma o parte de él esta duplicado o
delecionado, que puede involucrar uno o varios cromosomas, autosomas 0 cromosomas sexuales,
presentarse en forma de mosaico 0 no y ser numérica o estructural. La incidencia en recién nacidos
es del 0,2 % y la mayoria, incompatible con la vida. Las aneuploidias autosomicas numéricas
presentan mayor interés médico por su frecuencia, gravedad y repercusion en la esfera
reproductiva porque son la principal causa de abortos espontaneos antes de la décima semana de
gestacion y guardan relacion con la edad materna. (67, 84, 85)

Errores en la segregacion cromosomica durante las mitosis iniciales del embrion originan
aneuploidias no relacionadas con la edad materna. McCoy y colaboradores (86) observaron que
el error mitético es el mecanismo mas relacionado con las pérdidas gestacionales antes de la
formacion del blastocito.

El desbalance de dosis de los productos génicos en las células aneuploides altera su fisiologia y
tiene efecto indirecto en la expresion de genes de otros cromosomas no aneuploides. En las
células aneuploides humanas, los niveles de expresion proteica de los genes estan aumentados
en correspondencia con el numero de copias del cromosoma, pero no sucede igual con la
expresion del ARN, sugiriendo que algunos genes no se traducen eficientemente o que los
productos génicos son inestables. Se demostrd que estas células presentan stress proteotéxico,
metabdlico, replicativo y mitotico. Las trisomias sexuales se benefician por el efecto de la
compensacion de dosis y la inactivacion del cromosoma X. Estudios en levaduras confirman que
las aneuploidias eliminan la represion de la heterocromatina, modifican las histonas y causan
inestabilidad epigenética. (87-90)

La senescencia inducida por aneuploidias podria evitarse por el efecto protector de la telomerasa.
Las células madres expresan altos niveles de telomerasa que garantizan su proliferacion

prolongada, pero son méas vulnerables a transformarse ante las mutaciones inducidas por
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aneuploidias y, ademas, los cambios epigenéticos incrementan la incidencia de cancer en
pacientes sindrome Down. (90-92)

Los fetos aneuploides que sobreviven a la etapa prenatal tienen menor carga individual de
variantes deletéreas ligeras que los recién nacidos cromosémicamente normales. Estas variantes
interacttan directa o indirectamente con la trisomia segun su localizacién gendémica. El “modelo
de incorrecciones genéticas” explica por qué algunas aneuploidias no se abortan. Se han
identificado cerca de 49 variantes gendmicas en 48 genes codificantes para 113 transcriptos,

encontrando entre 1y 3 variantes por embrién. (93, 94)

1.3.3. Heteromorfismo cromosdmico

Agrupa un numero de variantes cromosomicas normales observadas por técnicas de bandeo como
las variaciones en el tamafio de las regiones de heterocromatina, satélites, regiones de secuencias
repetidas e inversiones de heterocromatina. (22, 95) La asociacién con pérdidas gestacionales
recurrentes es controversial. El papel de las regiones no codificantes del genoma, incluyendo las
variantes comunes, no esta dilucidado. Comprender qué variantes no tienen repercusion fenotipica

y saber interpretarlas es un gran reto cientifico. (10, 24 96-98)

1.3.4. Genes relacionados con pérdidas gestacionales recurrentes

Existe una base genética que predispone a las pérdidas gestacionales recurrentes. Varias
investigaciones estudian su asociacién a polimorfismos genéticos, algunos con resultados
contradictorios e inconsistentes que incluyen genes relacionados con la respuesta inmune, las
trombofilias, la funcion placentaria, el sistema hormonal y de detoxificacion. Entre 1991y 2016 se
identificaron 124 polimorfismos de 73 genes relacionados con pérdidas recurrentes, el 60 %
estudiados en poblaciones caucasicas, el 30 % en asiaticos y solo el 10 % en otras poblaciones.

Se encontro asociacion significativa para 53 polimorfismos de 37 genes. (99, 100)

19



Los genes mas estudiados son los de la respuesta inmune, como los de las citoquinas anti-
inflamatorias, esenciales en la gestacion normal, con asociacion significativa para los
polimorfismos de interleucina IL-4, IL-6, IL-10. Otros polimorfismos asociados son los de TP53,
Factor V Leiden, Factor Il, Factor VI, Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y Citocromo P-
450 17 hidroxilasa (CYP17). El polimorfismo de inactivacién preferencial del cromosoma X (XClI)
también muestra asociacion y letalidad en varones si la mujer es heterocigota para mutaciones
ligadas al cromosoma X. Los polimorfismos del complejo de proteinas sinaptonémicas 3 (SYCP3)
y de la Quinasa similar a polo 4 (PLK4) se relacionan con aneuploidias fetales y pérdidas
gestacionales recurrentes. Sin embargo, un estudio en 101 japoneses con historia de tres 0 méas

pérdidas no demostré asociacion con las mutaciones de SYCP3. (100-103)

1.3.5. Tratamiento del aborto recurrente de causa cromosémica

Se basa en técnicas de reproduccion asistida con diagnéstico preimplantacion. De obviarse, los
intentos de gestacion por métodos naturales culminan con la concepcion de un producto normal,
con igual pronéstico de vida que el de una pareja sin cromosomopatia. La inyeccion espermatica

intracitoplasmatica esta disponible para hombres con bajo conteo espermatico. (33, 45,104, 105)

1.4. Infertilidad

Para la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva la infertilidad es la enfermedad con
imposibilidad de lograr una gestacién exitosa después de 12 meses 0 mas de relaciones sexuales
sin anticoncepcion o de inseminacion terapéutica con donante. Para las mujeres mayores de 35

afos, el tiempo se acorta a 6 meses. (29)

1.4.1. Infertilidad masculina

Es compleja y multifactorial, su génesis abarca grandes aéreas de la investigacion genética:

genoma, proteoma, metaboloma y epigenoma, afecta al 7 % de la poblacion masculina general y
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al 15 % en edad reproductiva. EI 15 % se relaciona con causas genética como las aberraciones
cromosomicas y los defectos monogeénicos. Otras causas son infecciosas, inmunoldgicas,
endocrinas, exposicion ocupacional o por estilos de vida a compuestos quimicos, alcohol, cigarro,
cocaina, medicamentos y radiaciones ionizante. El impacto de los factores ambientales en la vida
moderna ha elevado los indices de infertilidad. Técnicas actuales como la secuenciacion de
proxima generacion son utiles en el diagndstico de la infertilidad masculina. (106- 119)

La recombinacion meidtica es un blanco mutacional y de variantes recombinantes en genes que
contribuyen a la infertilidad. Se han documentado 314 polimorfismos de nucleétido Unico en 123
genes y el 70 % estd relacionado con procesos de apoptosis, reparacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN), detoxificacion de moléculas ambientales y respuesta a especies
reactivas del oxigeno. Mas de 2 000 genes ubicados en los dos cromosomas sexuales y los 22
autosomas estan involucrados con la espermatogénesis, ya sea porque sus mutaciones tengan

efecto directo 0 a través de la interaccion de factores ambientales. (72, 106, 108, 111, 120-123)

1.4.2. Infertilidad femenina

Las causas comunes incluyen alteraciones tubarias, peritoneales, uterinas, ovaricas y
enfermedades sistémicas. Los foliculos son los compartimentos endocrinos y reproductivos mas
importantes del ovario, pues su salud y cantidad determinan el potencial reproductivo y la duracion
de la etapa reproductiva. La activacion de los ovocitos es un proceso temporal y espacialmente
coordinado; a partir de los 30 afios la fertilidad femenina comienza a declinar. (107, 116, 124-128)
La insuficiencia ovarica primaria o fallo ovarico prematuro es un trastorno complejo multifactorial
donde el ovario deja de funcionar antes de los 40 afios con disminucion de los estrdgenos
(hipogonadismo) y elevacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) (hipergonadotrépico), se
observa en pacientes con aberraciones cromosdmicas estructurales y aneuploidias del

cromosoma X. Las deleciones terminales de Xp se relacionan con amenorrea primaria y las de Xq
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con amenorrea primaria o insuficiencia ovarica primaria. Varios genes autosémicos -como el de la
inhibina A, de la ADN polimerasa gamma mitocondrial y el receptor de la FSH- intervienen en el
desarrollo del foliculo y sus mutaciones causan fallo ovarico. (107, 127)

La determinacion del sexo en mamiferos esta controlada por vias antagdnicas que en la génada
bipotencial se coexpresan y posteriormente se tornan especificas de cada sexo. En las gonadas
XY, el desarrollo del testiculo se inicia con una sobrerregulacion de SOX9 por SRY en las células
pre-sertoli. EI desarrollo del ovario depende de la via de sefializacion canonica Wnt a través de

Wnt4, RSPO1 y B-catenina. (122, 129, 130)

1.4.3. Aberraciones cromosdmicas e infertilidad

Entre las parejas infértiles existen de 7 a 9 veces mas portadores de translocaciones por fusion
centromérica que en la poblacion general debido a la segregacion de los cromosomas involucrados
en el reordenamiento y al efecto intercromosdmico. Entre los hombres con oligospermia la
posibilidad asciende 13 veces por la sinapsis incompleta del trivalente durante el paquiteno, las
regiones de heterocromatina de los brazos cortos no se aparean e interfieren con el del bivalente
X-Y bloqueando la progresion de la espermatogénesis. También se ha descrito activacion de los
puntos de control de la meiosis favoreciendo la apoptosis y alteraciones de la posicion de los
cromosomas en el nucleo espermatico. (22, 74, 131, 132)

Es inusual encontrar portadores de inversiones cromosomicas infértiles, aunque existen reportes
de inversiones de los cromosomas grandes que causan arresto de la espermatogénesis. En las
mujeres heterocigotas para inversiones del cromosoma X es crucial el efecto de posicién, y si la
ruptura se ubica entre las regiones Xq13-g22 o Xq22-g26 habra disfuncién gonadal, amenorrea
primaria, menopausia precoz e infertilidad. (22, 133)

Los hombres infértiles muestran diferentes susceptibilidades a alteraciones meidticas en los

espermatocitos secundarios sin preferencia hacia cromosomas especificos. Sarrate 'y
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colaboradores (134) identificaron cromosomas normales en el 93 % de los espermatocitos, el 4,1
% mostrd separacion prematura de las cromatidas hermanas, el 2,7 % aneuploidias con

predominio de nulisomias y el 0,2 % pérdida de cromatidas.

1.4.4. Tratamiento de la infertilidad de causa cromosdmica

La fertilizacion in vitro con diagndstico preimplantacion evita los abortos recurrentes de etiologia
cromosdmica heredada. La induccion de células madres pluripotenciales es una solucion a la

carencia de gametos. (135-137)

1.5. Edad materna y fallas reproductivas

Desde los ultimos afios de la década del 70 surgié la tendencia denominada por los demdgrafos
“transicion del aplazamiento”, de posponer la maternidad para después de los 35 afios. Pero a esta
edad la fertilidad femenina declina y se incrementan los indices de aneuploidias fetales y abortos
espontaneos, por ejemplo, el riesgo de aborto a los 20 afios es del 10 %, a los 35 afios del 25 %,

alos 40 del 40 %y a los 45 del 75 %. (138)

1.5.1. Edad materna avanzada y aneuploidias

Las aneuploidias causadas por errores en la segregacion cromosomica meidtica se relacionan con
la edad materna. En 1933, Penrose describi6 la asociacion entre no disyuncién meiética y trisomia
21. Durante afios se ha reconocido al mecanismo de no disyuncién meidtica materna responsable
de la mayoria de las aneuploidias; sin embargo, estudios recientes confirman que la separacion
prematura de las cromatidas hermanas es mas frecuente. La segregacion reversa se esclarecio
mediante el estudio del primer y segundo cuerpo polar. (67, 139-141)

El ovocito entra en meiosis | en la vida fetal y se reinicia antes de la ovulacién, tras una breve
intercinesis progresa hacia la meiosis II. El éxito de completar las divisiones meiéticas depende del

control de la segregacidn cromosomica regulada por la separasa, proteasa necesaria para separar
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los anillos de cohesina que unen los cromosomas. La activacion de la separasa esta mediada por
el complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) y la destruccion de la securina. La cohesina
se elimina de los brazos cromosémicos en meiosis |, mientras que la shugosina (Sgo2) protege la
cohesién centromérica. De perderse la proteccion por actividad desenfrenada de la separasa,
ocurre separacion prematura de las cromatidas hermanas por pérdida prematura de la cohesina
centromérica. Al terminar la meiosis |, la securina es degradada al 30% por APC/C, nivel esencial
para el mantenimiento de la inhibicion de la separasa y la cohesion de las cromatidas hermanas
hasta que la fertilizacién desencadena la terminacién de la meiosis II. (142)

Los errores de segregacidn cromosémica ocurren con igual frecuencia en meiosis | y II. Durante la
meiosis |, los cromosomas homdlogos se aparean y forman los bivalentes, cuando ocurre no
disyuncion, los bivalentes no se separan y ambos homologos migran hacia el mismo polo. Si hay
separacién prematura de las cromatidas hermanas, segregan independientemente con distribucion
inadecuada de una de las cromatidas separada con el otro homélogo del par cromosomico (figura
2ay 2b). Ambos errores en meiosis | originan un gameto heterodisémico. La separacion prematura
de las cromatidas hermanas, especialmente de los cromosomas pequefios, es el mecanismo mas
frecuente en el origen de las aneuploidias. Durante la meiosis Il se dividen las cromatidas
hermanas; en este punto, el error en la segregacidn provoca que ambas migren hacia el mismo
polo, originando un gameto isodisomico. (67, 139,143) (figura 2c)

La segregacion reversa ocurre cuando las cromatidas hermanas segregan en meiosis |, en lugar
de los cromosomas homologos. (144) Este tipo de error conlleva a un numero correcto de
cromosomas en el ovocito y el primer cuerpo polar, pero como las parejas de cromatidas son
heterocigotas para los centromeros porque tienen diferente origen parental, presentan dificultades
en la alineacion del huso durante la metafase Il. (139) Esta relacionada con la pérdida de la

proteccidn a la cohesion centromérica por shugosina (Figura 2d)
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Fuente: Original de la autora
Figura 2: Representacion esquematica de errores en la segregacion en meiosis. 2a: No disyuncion
en meiosis |. 2b: Separacion prematura de las cromatidas hermanas 2c: No disyuncién en meiosis

Il 2d: Segregacion reversa.

Varias hipétesis explican los errores de la segregacion cromosomica meidtica, unas se relacionan
con la EMAy otras con la ocurrencia en mujeres jovenes. Segun la hipétesis de la produccién en
linea, durante la vida adulta los ovocitos maduran en el mismo orden en que la ovogonia
correspondiente entrd en meiosis en la vida fetal, las que lo hacen mas tarde forman quiasmas
defectuosos que llevan a no disyuncion. La teoria de la reserva limitada de ovocitos presupone
que solo el foliculo mas 6ptimo completa la meiosis | y eventualmente la ovulacion. Como el
numero de foliculos antrales disminuye con la edad materna, existe mayor probabilidad que uno
no Optimo intervenga en la ovulacion y es mas propenso a errores en la disyuncion meiotica. (67)
La hipdtesis de Gaulden del compromiso de la microcirculacion presupone que la no disyuncion
ocurre por eventos en cascada. Los desbalances hormonales reducen la cantidad de vasos de la
microcirculacion alrededor del foliculo, disminuye el riego sanguineo, hay acumulacion de acido
lactico en la célula folicular, reduccion del tamafio del huso y se incrementan los errores mei6ticos.
Un modelo relaciona el alelo E4 de la apolipoproteina E con errores en meiosis Il a través del
compromiso vascular por el incremento del colesterol plasmatico o por afectacion en la estabilidad
de los microtubulos. (144)

Los telémeros dan estabilidad cromosdmica a las células germinales, su acortamiento predispone

a la segregacion anormal de los cromosomas durante la meiosis y a aneuploidias en ovocitos
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humanos y en las primeras mitosis embrionarias. La apoliproteina E regula los telémeros. Las
mujeres con el alelo E4 tienen seis veces mas riesgo de acortamiento telomérico. (144, 145)

La recombinacion aberrante predispone a la no disyuncion, como la reduccion del numero de
recombinaciones y entrecruzamientos y la formacion de quiasmas cercanos a los telémeros o al
centrémero. El modelo de dos golpes plantea que algunas configuraciones de recombinacion son
procesadas incorrectamente en mujeres con EMA debido a fallos del huso: el primer golpe crea
configuraciones de entrecruzamiento susceptibles a no disyuncion y el segundo, la reduccion de
la cohesidn cromosémica. (146)

El deterioro de la cohesion entre los cromosomas es clave en el origen de las aneuploidias en
madres afiosas. Las conexiones fisicas entre los cromosomas homdlogos y los centrdmeros
hermanos durante la meiosis son esenciales en la segregacion y dependen de la cohesina, que se
une a los cromosomas durante la fase S y se degrada en la anafase. En las células germinales
femeninas la fase S ocurre durante el desarrollo fetal y la divisién celular termina decenas de afios
despues, por lo cual los complejos de cohesina deben permanecer mientras dura el dictioteno para
que ocurra la correcta segregacion durante la meiosis. La cohesion centromérica es deficiente en
mujeres con edades avanzadas, presentandose una distancia entre los cinetocoros hermanos
entre 25-50 % mayor. Es méas frecuente que los bivalentes se separen y parejas de univalentes
segregan de forma no coordinada. La EMA compromete en el ovocito el eje SAC-APC/C (SAC:
punto de control del ensamblaje del huso), disminuyendo la securina y perdiéndose la cohesion de
las cromatidas hermanas. La sobreexpresion de la securina y de la quinasa Mps1 inhibidora de
SAC protege contra la separacién de los cinetocoros hermanos en las mujeres con EMA. Una vez
perdida la cohesina, no hay manera de restituirla. (139, 142, 147-150)

El efecto de la EMA no se limita a la meiosis. Las divisiones mitdticas siguientes a la fertilizacion
dependen de proteinas y acido ribonucleico mensajero (ARNm) transcriptos por el ovocito, sus

deficiencias incrementan las aneuploidias, fundamentalmente monosomias, explicadas por
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anafase retardada y fallo en la captura de los cromosomas por los microtibulos del huso. Las
mitocondrias y el ADN mitocondrial también juegan un papel importante durante el desarrollo
embrionario temprano. El aumento del ADN mitocondrial en los embriones de mujeres mayores de
38 afios y en embriones aneuploides, independientemente de la edad de la madre, se relaciona
con incremento del metabolismo y reduccion de la viabilidad embrionaria, confirmando el papel de

las mitocondrias en la génesis de las aneuploidias en mujeres con EMA. (151)

1.5.2. Aneuploidias en mujeres menores de 35 afios

Las aneuploidias también ocurren en ovocitos de mujeres jovenes, donde el control del ensamblaje
del huso meibtico es menos riguroso y permite que las células con cromosomas mal alineados
continuen la division celular. La ausencia de centros de organizacion de microtibulos en ovocitos
propicia la inestabilidad y formacién de husos multipolares. Por otra parte, los defectos de la
recombinacién homdloga influyen en la cohesion entre bivalentes y cromatidas hermanas.
Recientemente se reporto la asociacion del alelo T de la Presenilina 1 con no disyuncion en meiosis

Il en mujeres menores de 35 afios. (139, 144)

1.5.3. Genes relacionados con los errores de segregacion meiotica

La sintesis de purinas y pirimidinas y, por ende, la estructura del ADN esta estrechamente ligada
al metabolismo del folato. Los trastornos de esta via metabdlica afectan la segregacion
cromosomica e incrementan el riesgo de trisomias. Las alteraciones en la metilacion causan
regulacion inadecuada de la expresion génica y reestructuracion de la cromatina con afectacion
del huso meiético y no disyuncion cromosomica. Se han identificado variantes génicas especificas
de los genes MTHFR Y MTR que codifican respectivamente la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa y la metionina sintasa, relacionadas directamente con los errores de segregacion

cromosomica. (152, 153)
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Las investigaciones in vivo de los errores de segregacion cromosdmica en meiosis son limitados y
se enfocan a extrapolar los resultados obtenidos en mitosis. En modelos animales se demostro la
relacion entre los genes Mad2, Bubr1 Bub1, Bub3, Mps1 y AurkB/C con las aneuploidias, mas

evidentes en ovocitos. (154, 155)

1.6. Factores ambientales, epigenética y trastornos reproductivos

El sistema reproductor es sensible a la disrupcion por moléculas que mimetizan o alteran la accidn
de las hormonas esteroideas, llamados disruptores endocrinos. La hipétesis del “origen del
desarrollo de la salud y la enfermedad” propone que la experiencia ambiental individual durante el
desarrollo temprano afecta la sensibilidad o el riesgo de desarrollar enfermedades en la vida adulta,
existiendo ventanas temporales criticas del desarrollo fuera de la vida intrauterina tales como:
preconcepcional, perinatal, neonatal, postnatal y puberal. (3, 156)

El bisfenol A se utiliza en la manufactura de plasticos y resinas epoxi, tiene afinidad por los
receptores estrogénicos y se relaciona con abortos recurrentes e infertilidad, reduce la reserva
ovarica, incrementa el indice de aneuploidias en ovocitos, altera la calidad de los espermatozoides
y la funcién sexual masculina. La exposicidén in Utero a dibenzofuranos disminuye las
concentraciones de estradiol de las nifias a los 8 afios de edad provocando hipoplasia uterina. Los
quimicos perfluorinados utilizados en envases de alimentos, papel de envoltura, espumas contra
incendios, textiles y teflon afectan la funcién tiroidea y la reproduccion. La exposicion prenatal a

dietas ricas en grasas disminuye la reserva ovarica y tiene efecto multigeneracional. (157-159)

1.7. Aneugenos

Son inductores de aneuploidias que actian sobre dianas celulares relacionadas con la division
celular, como los microtubulos, centrosomas y proteinas asociadas a los centrosomas. Con efecto
comprobado se encuentran el bisfenol A, el dicromato de potasio, antineoplasicos como
doxirobucin, paclitaxal y sulfato de vincristina, nanoparticulas de oro, griseofulvina, colchicina, y
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entre los metales pesados el cadmio, cromo y niquel. Algunos permanecen en el medio ambiente

y su exposicion mantenida afecta a los seres humanos. (157, 158, 160-163)

1.8. Conclusiones del capitulo:

El andlisis de la literatura revisada sobre fallas reproductivas de causa cromosémica revela que se
trata de un problema cientifico perentorio. La fertilidad humana es un aspecto de la biologia del
hombre cuyo estudio se remonta a los inicios del desarrollo de las ciencias médicas; pero aun no
es totalmente comprendido por su complejidad y la gran cantidad de procesos definitorios para la
vida que se producen en un intervalo muy corto de tiempo.

Los progresos cientificos muestran un avance de magnitud exponencial, gran parte se debe a las
posibilidades que abrié la reproduccion asistida al permitir acercarse al fenémeno biolégico de la
concepcion y las células germinales como nunca antes se habia logrado, asi como a los
espectaculares avances de la biologia molecular y especificamente, la citogenética molecular.
Resultan areas de marcado interés las referentes a la meiosis materna y los mecanismos que
conllevan a errores de segregacion cromosomica, el control genético de los ciclos celulares, la
influencia ambiental y la complejidad de la fertilidad masculina. Aln existen importantes problemas
cientificos sin resolver en el campo de la fertilidad y la reproducciéon humana, que de solucionarse

pudieran satisfacer los anhelos de procreacion de todos.
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CAPITULO 2



CAPITULO 2. DISENO METODOLOGICO

Para alcanzar los objetivos del presente estudio se trazé un grupo de tareas cientificas que
requirieron establecer un disefio metodoldgico. Este capitulo tiene como objetivo documentar la

metodologia utilizada para el desenvolvimiento de la investigacion.

2.1. Contexto de la investigacion.

La provincia de Villa Clara esta situada en el centro del pais, con una poblacién estimada de 776
296 habitantes. La poblacion media de mujeres en edad reproductiva (entre 15 y 49 afios) es de
166 671 y de hombres entre 15 y 60 afios de 241 578, segun datos de la Oficina Nacional de

Estadistica e Informacion de la Republica de Cuba para el afio 2018. (164)

2.2. Clasificacion de la investigacién

Se realizd un estudio observacional, descriptivo, transversal, durante 25 afios. Contempla la

identificacion y descripcion de las causas cromosomicas de las fallas reproductivas.

2.3. Lugary periodo de estudio

La investigacion se llevé a cabo en la provincia de Villa Clara. Todos los cariotipos se realizaron
en el Laboratorio de citogenética del Centro provincial de genética médica entre febrero de 1995y
enero de 2020. Los cariotipos en piel, tendon y rifidn fetal se realizaron a partir de enero de 1999,

fecha en que se implementd la técnica en el laboratorio.
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2.4. Universo y poblacién de estudio

Universo: poblacion de Villa Clara en edad reproductiva, con antecedentes o sospecha clinica de
fallas en la reproduccion durante el periodo comprendido desde febrero de 1995, hasta enero de

2020.

Poblacién de estudio: individuos del universo que se realizaron cariotipo tras ser evaluados por el
genetista clinico del Centro provincial de Genética médica de Villa Clara, que sumaron 10 495.
La totalidad de la poblacién fue incluida en la investigacion. Se formaron ocho grupos de estudio
atendiendo al criterio de indicacién del cariotipo y el tipo de muestra biolégica utilizada. Los casos
postnatales, realizados en sangre periférica, se distribuyeron en seis grupos y los cariotipos de
fetos en dos, segun la condicion vital al momento de la toma de la muestra:

- Grupo |: Pérdida gestacional recurrente. Se considerdé dos o mas pérdidas involuntarias como
aborto espontaneo, aborto diferido, muerte fetal, o combinaciones.

- Grupo II: Antecedentes hijo fallecido con defectos congénitos. Se considerd la interrupcion
electiva de la gestacion por diagnostico de defectos congénitos mayores mediante ecografia fetal
y el hijo fallecido prenatalmente o antes de cumplir el primer afio de vida con defectos congénitos
confirmados en la necropsia.

- Grupo Ill: Antecedentes de combinaciones de pérdidas gestacionales recurrentes e hijo fallecido
con defectos congénitos. Se consider6 a aquellos individuos o parejas con combinacion de los
criterios de los Grupos 1 y II.

- Grupo IV: Infertilidad femenina. Se consideré a mujeres de 15 afios en adelante.

- Grupo V: Infertilidad masculina. Se consider6é a hombres de 15 afios en adelante.

- Grupo VI: Parejas con infertilidad de etiologia no precisada.

- Grupo VII: Diagnéstico prenatal citogenético (DPC) de aberracion cromosoémica no balanceada

de novo o heredada.
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- Grupo VIII: Estudios citogenéticos en tejidos solidos fetales de productos de interrupciéon electiva
de la gestacion por defectos congénitos, que no se realizaron DPC.

En la figura 3 se muestra la distribucion de los 10 495 cariotipos realizados a la poblacion de

estudio.
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Fuente: Original de la autora

Figura 3: Diagrama de la poblacién de estudio para los diferentes analisis citogenéticos.
2.5. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

Criterios generales para todos los grupos:

a) Residir en la provincia Villa Clara.

b) Cariotipo con resultado y analisis de 15 0 mas metafases con bandas G (GTG).

c) Dar el consentimiento informado.
Criterios para los estudios en sangre periférica:
a) Individuos o parejas con antecedentes de dos o méas pérdidas espontaneas de la

gestacion, independientemente de tener o no descendientes vivos y sanos.

32



b) Individuos o parejas con antecedentes de interrupcion electiva de la gestacion por feto con
defectos congénitos y fenotipo sugerente de cromosomopatia sin DPC.

c¢) Individuos o parejas con antecedentes de hijo previo fallecido con sospecha clinica de
cromosomopatia sin confirmacién citogenética o hijo fallecido con aberracion
cromosomica no balanceada confirmada de probable origen hereditario.

d) Mujeres de 15 afios en adelante con amenorrea primaria, defectos congeénitos del aparato
reproductor asociados a infertilidad, o fenotipo sugerente de alteracion de los cromosomas
sexuales.

e) Hombres de 15 afios en adelante con azoospermia u oligospermia severa, atrofia testicular
o fenotipo sugerente de alteracion de los cromosomas sexuales.

f) Parejas con historia de infertilidad de etiologia no precisada.
Criterios para considerar estudios cromosomicos en fetos como causa de falla reproductiva.

a) DPC de aberracion cromosdmica no balanceada, heredada o de novo, en la que esta
descrita la asociacion a defectos congénitos mayores y retraso mental moderado o severo
con decision voluntaria de la pareja de interrumpir la gestacion.

b) Producto de interrupcion electiva de la gestacion con sospecha clinica de cromosomopatia
tras la evaluacion del especialista en Genética clinica y necropsia en el departamento de

Anatomia Patol6gica del Hospital Ginecobstétrico Mariana Grajales.
Criterio de exclusion:

a. Estudios cromosémicos en tejidos sdlidos fetales para confirmacion de DPC.
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2.6. Variables del estudio y operacionalizacion

En este estudio, la variable falla reproductiva se estructurd6 como latente desde la perspectiva

biolégica aplicable a las situaciones en que cabria esperar una reproduccion subdptima. (24)

Tabla 1: Operacionalizacidn de las variables

Variable Tipo Operacionalizacion _
Escala Descripcion
Cualitativa Escala nominal:
Sexo nominal e Mujer Segun sexo fenotipico
dicotdmica *  Hombre
Escala de razén Segun grupo de estudio.
* Intervalos de cinco afios enla | En cariotipos postnatales
Edad Cuantitativa infertilidad femenina y de diez | se refiere a la edad del
discreta en la masculina sujeto de investigacion.
 Intervalos de cinco afios para | En cariotipos prenatales a
edad materna la edad de la madre
Escala nominal
Pérdida Cualitativa » Abortos espontaneos Segun edad gestacional y
gestacional | nominal » Abortos diferidos manifestaciones clinicas
* Muertes fetales
Pérdi Escala de razdn
er 'd? Cuantitativa » Dos pérdidas Segun cantidad de
L discreta » Tres pérdidas eventos
recurrente L
* Cuatro y méas pérdidas
Escala nominal: - ,
- Cualitativa » Masculina Segunltllempo sin lograr la
Infertilidad . . gestacion y sexo del
nominal * Femenina h
: individuo.
* Mixta
Escala nominal
» pérdida gestacional recurrente
» pérdidas Unicas con producto
con defectos congénitos
confirmado por Anatomia
Falla ggril;rt]aatlwa . ﬁ]at'grzg'? lectiva de | Segun desenvolvimiento
reproductiva e peion electiva de fa reproductivo anormal
politdmica gestacion por defectos

congénitos o aberracion
cromosomica no balanceada
* hijo con defectos congénitos
fallecido antes del afio de edad
* infertilidad
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Operacionalizacion

Variable Tipo

Escala

Descripcion

Cualitativa
nominal
politomica

Cariotipo

Escala nominal:

normal: sin heteromorfismo y
con heteromorfismo
cromosomico

positivo:

- numeérica: aneuploidia
(trisomia, monosomia) o
poliploidia (triploidia,
tetraploidia)

- estructural: balanceada
(translocacién por fusion
centromérica, translocacion
reciproca, inversion
paracéntrica, pericéntrica) 0 no
balanceada (delecion,
duplicacién, isocromosoma,
anillo)

Segun resultado del
cariotipo convencional

Cualitativa
nominal
politémica

Defecto
congénito

Escala nominal

Cardiovascular

Sistema nervioso central
Digestivo

Renal

Labio leporino

Hidrops fetal

Segun sistema
involucrado confirmado
por Anatomia patologica

Condicion
clinica
relacionada
con la
infertilidad

Cualitativa
nominal
politémica

Escala nominal

En mujeres: amenorrea
primaria, amenorrea
secundaria y oligomenorrea
En hombres: azoospermia,
oligoastenozoospermia, atrofia
testicular

Segun datos clinicos y de
complementarios

2.7. Métodos

2.7.1. Documentacion cientifica

Se realizd una busqueda en Google académico y se consultaron las bases de datos PubMed,

Medline, Bireme (LILACS, SciELO y Cochrane) en los idiomas inglés y espafiol. Los términos
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utilizados fueron: falla reproductiva, aborto recurrente, infertilidad, cariotipo, aberraciones
cromosomicas, heteromorfismo cromosémico, y se enfatizé en los ultimos cinco afos.

Se revisaron los datos recogidos en la historia clinica utilizada en esta investigacion (anexo 1) para
la totalidad de individuos estudiados; asi como en los libros de registros de estudios cromosdmicos
postnatales en sangre periférica, estudios prenatales (cultivos de liquido amnidtico y vellosidades
corionicas y placentarias) y de tejidos solidos fetales del Laboratorio de citogenética del Centro
provincial de genética médica de Villa Clara desde 1995 hasta enero 2020.

2.7.2. Entrevista médica

Se realiz6 en locales con privacidad, de forma individual y con grupos familiares, segun la
pertinencia y la aprobacién del paciente. EI nimero de consultas vari6 en cada caso hasta obtener
la informacion necesaria y la comprension por parte de los entrevistados. Se indagd sobre el motivo
de consulta, la historia de la condicion médica que la motivd, antecedentes personales y familiares.
Se solicitaron fotografias, resultados de estudios previos e historias clinicas. Se confecciond el

arbol genealdgico con no menos de tres generaciones.

2.7.3. Observacion cientifica

2.7.3.1. Examen fisico de pacientes

El examen fisico de los fetos se llevd a cabo en el departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital Ginecobstétrico Mariana Grajales, se evaluo el peso para la edad gestacional, la presencia
de defectos congénitos menores y mayores visibles en las diferentes regiones del cuerpo y de
defectos congénitos de 6rganos internos que fueron confirmados e identificados tras la necropsia.
En nifios y adultos se realizo en locales de consulta con las condiciones de privacidad requerida
para realizar el examen fisico general, por regiones del cuerpo, aparatos y sistemas segun el

motivo de consulta. Los datos se incluyeron en la historia clinica.
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2.7.4. Métodos citogenéticos
2.7.4.1. Metodologia para la caracterizacion citogenética
a) Caracterizacion de las aberraciones cromosdmicas

Se analizb el tipo de aberracion y los cromosomas involucrados. En las aberraciones
cromosomicas estructurales se precisaron los cromosomas, brazos y puntos de ruptura; el origen

heredado o de novo; y en las heredadas el progenitor portador del reordenamiento.
b) Caracterizacion de los heteromorfismos cromosémicos

- Tipo de heteromorfismo cromosomico: incremento de la heterocromatina pericentromérica de los
cromosomas 1, 9, 16; inversién de la heterocromatina pericentromérica del cromosoma 9;
incremento del tamario de los tallos y de los satélites de los cromosomas acrocéntricos 13, 14, 15,
21y 22; incremento o disminucidn de la heterocromatina del brazo largo del cromosoma'Y, y otras

variantes de menor frecuencia.

- Unico o mltiple: Cantidad de heteromorfismos cromosémicos en el mismo individuo

- Asociacién en un mismo cariotipo de heteromorfismo y aberracién cromosémica.

Ante heteromorfismos cromosémicos infrecuentes se realizé estudio cromosémico familiar.
2.7.4.2. Metodologia para estudiar la relacién cariotipo-fenotipo

Se realizd teniendo en cuenta aspectos particulares del fenotipo en cada etapa de la vida. En los
casos postnatales, el examen fisico y los resultados de examenes complementarios facilitaron la
integracion y delineacion de patrones dismorficos caracteristicos. En fetos, los hallazgos de la

ecografia y la confirmacidn en la necropsia, perfilaron el diagnéstico de aberracidn cromosémica.
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2.7.4.3. Metodologia para realizar los analisis de segregacidn cromosémica

Cuando se diagnosticd una aberracién cromosémica estructural se ofrecié estudio citogenético a
los miembros de la familia con riesgo de ser portadores balanceados. Se realizd el arbol
genealdgico y el analisis de segregacion del reordenamiento cromosdmico de la forma habitual en

citogenética.

En las translocaciones reciprocas se analizaron: cromosomas y fragmentos involucrados en el
cuadrivalente en segregacion 2:2 alternante, ya fuera adyacente 1 o 2; segregaciéon 3:1 con
trisomia 0 monosomia terciaria y con trisomia 0 monosomia por intercambio; segregacion 4:0. En
las translocaciones por fusion centromérica -segun los cromosomas acrocéntricos relacionados en
el trivalente- se definié en segregacion 2:1 alternante y adyacente, y en 3:0. En las inversiones se
analizé: tipo y tamafio del segmento invertido, la configuracién en bucle y la segregacion del

cromosoma parental o de un recombinante.

2.7.4.4. Metodologia para la evaluacion del padre portador en las aberraciones cromosomicas

heredadas

Ante el diagnéstico de un paciente con aberracion cromosdmica estructural de posible origen
heredado, se ofreci6 realizar cariotipo a sus dos progenitores, para conocer el origen heredado o

de novo y el progenitor portador en los casos heredados.

2.8. Obtencion de muestras biologicas

- Para estudios postnatales: Se extrajo 5ml de sangre periférica mediante venopuntura en consulta
de citogenética postnatal del Laboratorio de citogenética. Las extracciones se realizaron con
jeringuillas desechables heparinizadas en camara de flujo laminar. Se utilizd Heparina sodica 5
000 Ud administrada a las paredes internas de la jeringuilla. Los pacientes aceptaron la realizacion

del estudio previo consentimiento informado. (anexo 2)
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- Para estudios prenatales: Se extrajo por un obstetra entrenado, con guia de ultrasonido, en el
salon de amniocentesis del Centro provincial de genética médica. Las gestantes habian sido
evaluadas por un Méaster en asesoramiento genético en su area de salud y clasificadas como riesgo
incrementado para cromosomopatias. Las que aceptaron el proceder lo plasmaron en el
consentimiento informado (anexo 3). Se realizo ultrasonido para evaluar vitalidad y biometria fetal,
posicion de la placenta, indice de liquido amnidtico, condiciones obstétricas o fetales presentes y
edad gestacional. En caso de contraindicaciones se declind la toma de muestra de forma transitoria

0 permanente segun criterio médico y voluntariedad de la gestante.

a) Muestra de vellosidades: Se obtuvo entre la novena semana y la 19 de edad gestacional, en
casos excepcionales hasta la 27. Se utilizé la via transabdominal con trocar Spinocan 20G
guiado por ultrasonido y aspiracién con jeringuilla de 20 ml desechable que contenia 5ml de
solucidn salina y antibidtico. Como requisito indispensable la placenta debia estar en la cara
anterior del Utero. Las vellosidades se seleccionaron al microscopio estereoscdpico y se
depositaron en frascos estériles cerrados con medio de transporte. Estos estudios se
realizaron hasta 2009 por rotura del equipamiento indispensable para el proceso.

b) Muestra de liquido amnittico: Se extrajo 20 ml de liquido amni6tico en jeringuillas desechables
de 20ml mediante amniocentesis transabdominal con trocar Spinocan 20G, guiado por
ultrasonido. La edad gestacional oscil6 entre 16 y 19 semanas, con casos excepcionales a las

15y 30 en fetos con hallazgos de interés en el ultrasonido.

- Tejidos solidos fetales: Se tomaron dos muestras a cada feto provenientes de piel axilar, tendon
de Aquiles o tejido renal en el departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Ginecobstétrico
Mariana Grajales y se depositaron en frascos estériles con medio de cultivo. Los padres fueron

informados previamente y plasmaron su aceptacion en el consentimiento informado (anexo 4).
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2.9. Técnicas y procedimientos para estudios citogenéticos

Se realizaron segun los Procedimientos Normativos Operacionales (PNO) del Laboratorio de
citogenética de Villa Clara. Se realizé cultivo de linfocitos en sangre periférica (anexo 5), de
vellosidades coridnicas y placentarias (anexo 6), de liquido amniético (anexo 7) y de tejidos sélidos
fetales (anexo 8). Se extendieron dos laminas por cada frasco procesado y a las 72 horas se realizd

bandeo GTG. (165)

2.10. Analisis cromosdémico

Todos los cariotipos se diagnosticaron al microscopio dptico con objetivo 100X de inmersion con
el analisis de 15 metafases. Se utilizd el sistema de camara digital y analizador computarizado
CytoVision. En el diagnéstico prenatal se observaron metafases de dos frascos de cultivo. Ante la
sospecha de mosaico cromosomico se incremento el conteo de metafases entre 30 y 100 segun
el caso. En los tejidos sélidos fetales se analizaron ambas muestras cuando fue posible. Se utiliz

la nomenclatura internacional del ISCN 2020. (71) (anexo 9)

2.11. Metodologia para confirmacion diagndstica en los casos requeridos

Las mujeres con cariotipo 45,X/46,XY y 46,XY se confirmaron mediante estudio molecular de los
genes SRY, AmelX y AmelY en el Laboratorio de biologia molecular del Centro Nacional de
Genética Médica. Los fetos con DPC positivos se confirmaron mediante citogenética de tejidos
solidos fetales, y cuando ello no fue posible, a través de la relacion cariotipo-fenotipo evaluada en

conjunto por un patélogo entrenado en dismorfologia y el genetista clinico.

2.12. Limitaciones del estudio

Se asume que solo se estudiaron los individuos remitidos al genetista clinico, por lo tanto, no se
estudio la totalidad de las fallas reproductivas de causa cromosdmica de la poblacion durante el

periodo analizado, lo que no permitid establecer prevalencias para la poblacion de Villa Clara.
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El estudio familiar de los reordenamientos cromosomicos balanceadas no pudo realizarse en todas
las familias y en algunas faltaron miembros claves por estudiar, por lo que quedo inconcluso el
conocimiento del origen heredado o no y el parental.

Las conclusiones del trabajo se derivan de los resultados encontrados mediante técnicas de

citogenética convencional, en las células y tejidos estudiados.

2.13. Metodologia para el procesamiento de la informacion

La informacién se introdujo en una base de datos en Microsoft Excel empleada en el anélisis de
las variables. Las variables cualitativas se estudiaron mediante estadigrafos descriptivos de
numeros absolutos y frecuencias relativas, y las cuantitativas se analizaron por grupos y se
consideraron los por cientos en cada uno de ellos. Se obtuvo el por ciento de positividad de los
estudios citogenéticos mediante el cociente de casos con aberraciéon cromosomica / total de casos
estudiados x 100 que se realizo independientemente para los ocho grupos considerados en el
disefio.

Para los analisis de segregacion cromosdmica se emplearon calculos de probabilidades a priori
basados en el resultado del cariotipo del portador balanceado. Los calculos de la probabilidad a
posteriori se basaron en el arbol genealdgico.

Los resultados se discutieron y se compararon con datos nacionales e internacionales. Se redactd
un documento con toda la informacién obtenida durante la investigacion, en el cual se incluyeron
diagramas y tablas, que facilitan su comprension; asi como fotografias de pacientes que aprobaron

su publicacién en el documento y de cariotipos procesadas mediante el Sistema CytoVision.

2.14. Manejo de los aspectos bioéticos

La investigacion se rigié por los principios éticos que guian las investigaciones médicas con seres
humanos plasmados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial 2013, (166)

primando la voluntariedad de participar en los estudios, la evaluacién de riesgo-beneficio en los
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diagndsticos prenatales a través de métodos invasivos, la confidencialidad de los resultados y la

proteccion de las personas.

Se cumplieron las normas éticas establecidas en la Resolucién 219/2007 del Ministerio de Salud
Publica, (167) publicada en la Gaceta Oficial, para la proteccion de la informacidn genética de
ciudadanos cubanos que participan en investigaciones o se les realizan diagndsticos asistenciales,
donde se accede a datos del individuo y sus familiares y a material biol6gico, los cuales sélo se
manipularon por los investigadores tras la aprobacion del paciente. El excedente de muestra
biolégica fue desechado y los datos genéticos conservados en el Centro provincial de genética

médica de Villa Clara.

Los estudios realizados en fetos y menores de edad contaron con la aprobacién de sus padres. El
aborto por causa genética se ampara en la Resolucién Ministerial 24/2013, (168) tras un
diagndstico de certeza y el deseo expreso por escrito y evidencia del consentimiento informado de
realizarse por razones terapéuticas de causa genética. Se analizé y aprobé por el Comité de Etica

del Hospital Ginecobstétrico de Santa Clara.
2.15. Conclusiones del capitulo

- La investigacion ofrece un abordaje novedoso del objeto de estudio a partir de una definicion no
tradicional de fallas reproductivas, con un disefio de investigacion observacional que analiza los
resultados del cariotipo de un numeroso grupo de individuos y parejas con fallas reproductivas de
probable causa cromosomica de Villa Clara durante 25 afios.

- La creacion de ocho grupos de estudio afines segiin motivo de realizacion del cariotipo facilita el

analisis de las variables epidemioldgicas, citogenéticas y clinicas de forma mas precisa.

42



CAPITULO 3



CAPITULO 3. ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN INDIVIDUOS CON PERDIDAS
RECURRENTES DE LA GESTACION, HIJO CON DEFECTOS CONGENITOS FALLECIDO EN

LA VIDA PRENATAL O EL PRIMER ANO DE VIDA, O AMBAS

El60 % de las concepciones no llegan al término y las aberraciones cromosoémicas son la principal
causa de este fenomeno. Aunque generalmente esta no es hereditaria, algunas parejas tienen

reordenamientos cromosdmicos que incrementan la ineficiencia de base. (31, 67)
3.1. Objetivo del capitulo

- Caracterizar epidemioldgica, citogenética y clinicamente las aberraciones y los heteromorfismos
cromosomicos en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos

fallecido en la vida prenatal o durante el primer afio de vida, 0 ambos.
3.2. Resultados

El grupo de pérdidas recurrentes de la gestacion (grupo ) incluyé 500 pacientes, de los que 460
eran miembros de parejas; de los 40 no emparejados, 30 eran mujeres y 10 hombres. En el grupo
con hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o durante el primer afio de vida, o
interrupcion electiva de la gestacion (grupo 1) se estudiaron 235 pacientes, de ellos 216 eran
miembros de parejas; mientras que 14 eran mujeres y 5 hombres no emparejados. Entre los que
tenian la combinacion de pérdidas gestacionales recurrentes y el hijo fallecido con defectos
congénitos (grupo Ill) se hicieron 118 estudios a 106 miembros de parejas y 9 mujeres y 3 hombres

separados.

La tabla 2 muestra la frecuencia de cariotipos normales, con heteromorfismos y aberraciones

cromosomicas de los pacientes con pérdidas recurrentes de la gestacién, hijo con defectos
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congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer afio de vida, o ambos. En las mujeres se
diagnosticaron diez cariotipos con cromosomopatias para el 1,18 % del total de estudios, y seis en
hombres para el 0,69 % del total. En la figura 4 se representan estos resultados.

Tabla 2: Frecuencia de cariotipos normales y con aberraciones cromosdmicas en individuos con

pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido, o ambas. Villa Clara,
febrero 1995 — enero 2020.

Cariotipos Normales sin Cariotipos Normales con Cariotipos con Aberraciones
Grupos N Heteromorfismo Heteromorfismo Cromosomicas

Femenino % |Masculino % [Femenino % [Masculino % |[Femenino % |Masculino %

I 500 228 2672 200 2344 26 3,05 38 4,45 6 0,70 2 0,23
I 235 109 12,78 94 11,02 12 1,41 17 1,99 1 0,12 2 0,23
I 118 54 6,33 47 5,51 5 0,58 7 0,82 3 0,36 2 0,23

Total 853 391 4583 M 39,97 43 5,04 62 7,26 10 1,18 6 0,69

Leyenda: Grupo I: Pérdidas gestacionales recurrentes Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara
Grupo |1 hijo fallecido en periodo prenatal o antes del afio de edad
Grupo IlI: antecedentes de pérdidas recurrentes e hijo fallecido
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Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara

Figura 4: Resultados citogenéticos en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo con

defectos congénitos fallecido, 0 ambas. Villa Clara, febrero 1995 - enero 2020.

3.2.1. Positividad de los estudios citogenéticos en individuos con pérdidas recurrentes de la
gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer afio de vida, o
ambas.

En individuos con pérdidas gestacionales recurrentes, la positividad de cromosomopatias fue de

1,60 %, el mayor por ciento de positividad fue del grupo Ill con 4,23 % (tabla 3).
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Tabla 3: Positividad de los estudios en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo

con defectos congenitos fallecido, o ambas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Grupo N Cariotipos Frecue_rncia (%) | Positividad
positivos N = 853 (%)
| 500 8 0,93 1,60
| 235 3 0,35 1,27
Il 118 5 0,59 423
Total 853 16 1,87 1,87

Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara

Leyenda:  Grupo I: Pérdidas gestacionales recurrentes
Grupo |I: hijo fallecido en periodo prenatal o antes del afio de edad
Grupo llI: antecedentes de pérdidas recurrentes e hijo fallecido

3.2.2. Positividad de los estudios citogenéticos en los analisis intragrupo
Grupo |: pérdidas recurrentes de la gestacion
Se documentaron 667 peérdidas gestacionales en 380 individuos (174 parejas y 32 miembros

aislados). No se conocié el tipo de pérdida en el 13,94 % (figura 5).

N=27 N=93
4, S 1394%

05%
= No clasificadas
;;\:42;3‘ = Abortos espontaneos
0
’ = Abortos diferidos

= Muertes fetales
N=317
47,53%

Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara

Figura 5: Clasificacion de las pérdidas gestacionales documentadas en el grupo I. Villa Clara,

febrero 1995 — enero 2020.
> Positividad segun el numero de pérdidas gestacionales.

Se precis6 el nimero de pérdidas gestacionales en 435 pacientes, en 65 pacientes no se conocio
la cantidad de pérdidas. El por ciento de positividad segun el nimero de pérdidas fue:

- dos pérdidas: 2,11 % (cinco cromosomopatias en 237 pacientes)

- tres pérdidas: 1,57 % (dos cromosomopatias en 127 pacientes)

- cuatro y mas pérdidas: 1,41 % (una cromosomopatia en 71 pacientes)
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> Positividad segun tipo de pérdidas gestacionales:

- abortos espontaneos: 2,91 % (cuatro cromosomopatias en 137 pacientes)
- abortos espontaneos y diferidos: 2,27 % (dos cromosomopatias en 88 pacientes)
- abortos espontaneos y muertes fetales: 4,54 % (una cromosomopatia en 22 pacientes)

- abortos diferidos y muertes fetales: 6,25 % (una cromosomopatia en 16 pacientes)

Grupo lI: hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida,

o interrupcion electiva de la gestacién

> Positividad en los pacientes con antecedentes de interrupcion electiva de la gestacion

segun el sistema involucrado en los defectos congénitos del descendiente no balanceado.

- defecto cardiovascular: 1,89 % (una cromosomopatia en 53 individuos)

- defecto cardiovascular y renal: 8,33 % (una cromosomopatia en 12 individuos)

> Positividad en los pacientes con antecedentes de hijo malformado fallecido antes de
cumplir el primer afio de edad segun el sistema involucrado en los defectos congénitos del

descendiente no balanceado.
- defecto cardiovascular: 6,25 % (una cromosomopatia en 16 individuos)

Grupo lll: pérdidas recurrentes de la gestacion e hijo con defectos congénitos fallecido en la vida

prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion electiva de la gestacion

> Positividad segun numero de pérdidas gestacionales:

- dos pérdidas: 4,16 % (dos cromosomopatias en 48 pacientes)
- tres pérdidas: 3,63 % (dos cromosomopatias en 55 pacientes)

- cuatro y mas pérdidas: 6,66 % (una cromosomopatia en 15 pacientes)
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> Positividad segun tipo de pérdidas gestacionales:

En 28 pacientes no se preciso el tipo de pérdida gestacional. El por ciento de positividad fue:
- abortos esponténeos e hijo fallecido: 4,54 % (dos cromosomopatias en 44 pacientes)
- abortos diferidos e hijo fallecido: 5,00 % (una cromosomopatia en 20 pacientes)
- muertes fetales e hijo fallecido: 9,09 % (una cromosomopatia en 11 pacientes)

- pérdidas no precisadas e hijo fallecido: 3,57 % (una cromosomopatia en 28 pacientes)

3.2.3. Caracterizacion de aberraciones cromosémicas diagnosticadas en individuos con pérdidas
recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer

afno de vida, o ambas.

Grupo |: pérdidas recurrentes de la gestacion

» Clasificacién de las aberraciones cromosomicas diagnosticadas.

Se observa que predominaron las cromosomopatias estructurales balanceadas (tabla 4).

» Cromosomas involucrados

Los reordenamientos involucraron los cromosomas 1, 5, 9, 10, 13, 14, 15y 22. Los cromosomas
1, 10 y 13 participaron en dos reordenamientos diferentes (tabla 4). El origen del cromosoma

marcador supernumerario no se identificé por las técnicas convencionales de citogenética

» Puntos de ruptura

Se encontraron cuatro puntos de ruptura en brazos cortos y cuatro en brazos largos. El cromosoma
1 presentd tres puntos de ruptura en relacion con dos reordenamientos, el cromosoma 10 dos
puntos de ruptura, y en el cromosoma 13 se identificd una ruptura a nivel de p11.2 y otra originando
una fusion centromérica. En el cromosoma 5 la ruptura ocurrié en p12, la del cromosoma 9 en p24

y la del cromosoma 10 en g23.33 (tabla 4).
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Tabla 4: Aberraciones cromosémicas diagnosticadas en pacientes con pérdidas gestacionales

recurrentes (grupo ). Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Tipo de aberracién cromosdmica Formula cromosdmica N %
Inversion pericéntrica 46,XX,inv(1)(p35q22)mat 11 12,5
46,XX,(1;10)(923.1;926)

Translocacion reciproca 46,XY,1(5;13)(p12;p11.2) 3| 37,50
46,XX,t(9;10)(p24;923.33)pat 87,50
45,XX,der(13;14)(q10;q10)pat

Translocacion por fusion centromérica 45,XX,der(15;22)(q10;910)pat | 3 | 37,50
45,XX,der(15;22)(q10;q10)pat
Cromosoma marcador supemumerario pequefio 47 XY +mar20)/46 XY[4] 1 125 | 12,50
de origen desconocido en mosaico

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

» Origen heredado o de novo en el individuo estudiado por fallas reproductivas.

Se confirmo el origen heredado de cinco reordenamientos cromosdmicos balanceados entre los
siete diagnosticados (tabla 4). No se identificé el origen de dos translocaciones reciprocas, ni del

pequefio cromosoma marcador supernumerario por no disponibilidad del estudio familiar.

» Procedencia parental del reordenamiento cromosomico estructural.

De los cinco reordenamientos cromosomicos heredados, solo la inversion pericéntrica del

cromosoma 1 se heredo por via materna y las cuatro translocaciones por via paterna.

Grupo lI: hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida,

o interrupcion electiva de la gestacion.
» Clasificacién de las aberraciones cromosomicas diagnosticadas.

Todas las cromosomopatias diagnosticadas fueron estructurales. En la tabla 5 se relacionan las

formulas cromosdmicas.
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Tabla 5: Aberraciones cromosdmicas diagnosticadas en pacientes con antecedentes de hijo con
defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion

electiva de la gestacion (grupo II). Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Tipo de aberracion cromosdmica Formula cromosdmica N %

46,XX,1(2;9)(q33.1;p24) 2 | 66,66
46,XY ,1(13;18)(q34;921)
Translocacién por fusién centromérica | 45,XY,der(13;14)(q10;910) | 1 | 33,33

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

Translocacion reciproca

» Cromosomas involucrados.

Los cromosomas involucrados fueron: 2, 9, 13, 14 y 18. El cromosoma 13 se relacion6 con una

translocacién reciproca y una por fusidén centromérica.
» Puntos de ruptura.

Se encontraron dos puntos de ruptura en el cromosoma 13: uno en q34 y otro a nivel centromérico.
De los cuatro puntos de rupturas involucrados con translocaciones reciprocas, uno ocurrié en

brazos cortos a nivel de 9p24, y tres en brazos largos, en 2933.1, 13934 y 18qg21.
> Origen heredado o de novo en el individuo con fallas reproductivas.

Se realizd estudio familiar en la translocacion reciproca t(13;18) y se demostré origen de novo.
» Detalles clinicos de interés en pacientes con aberraciones cromosoémicas

- En pacientes con antecedentes de interrupcion electiva de la gestacion:

1- Cariotipo 45,XY,der(13;14)(q10,q10): progenitor masculino de feto con cardiopatia congénita y
defecto renal diagnosticados por ecografia y confirmados en la necropsia.

2- Cariotipo 46,XY,t(13,18)(q34,921): progenitor masculino de feto con cardiopatia congénita
diagnosticada por ecocardiografia fetal y confirmada en anatomia patolégica, asociada a
dismorfias craneofaciales.
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- En pacientes con antecedentes de hijo fallecido antes de cumplir el primer afio de edad.
1-Cariotipo 46,XX,t(2,9)(q33,p24): progenitor femenino de recién nacido con cardiopatia congénita

fallecido en las primeras horas de vida.

Grupo llI: pérdidas recurrentes de la gestacion e hijo con defectos congénitos fallecido en la vida

prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion electiva de la gestacion.

» Clasificacion de las aberraciones cromosomicas diagnosticadas.

Se diagnosticaron cinco cromosomopatias estructurales del tipo de translocacion reciproca, cuatro

de ellas entre autosomas, y una entre un autosoma y el cromosoma sexual X. (tabla 6)

Tabla 6: Aberraciones cromosdmicas diagnosticadas en pacientes con combinacion de pérdidas
gestacionales recurrentes e hijo fallecido con defectos congénitos (grupo Ill). Villa Clara, febrero

1995 — enero 2020.

Tipo de aberracion cromosdmica Formula cromosdmica N %
46,XY 1(3;,9)(p?;p?)
46,XY (4.;8)(p10;q10)mat
Translocacién reciproca 46,XX,1(4;20)(p16;p11.2)pat, 16gh+ 5 | 100
46,XX,1(9;10)(p24;q23.33)pat
46,X,1(X;14)(028;912)

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

» Cromosomas involucrados.

Los ocho cromosomas relacionados con los reordenamientos fueron X, 3, 4, 8, 9, 10, 14 y 20. Los

cromosomas 4 y 9 se encontraron en dos reordenamientos.

» Puntos de ruptura.

De cinco rupturas en brazos cortos, se identificaron tres en 4p16, 9p24 y 20p11.2. Los puntos de
ruptura de la {(3;9) no se precisaron. En brazos largos, los puntos de ruptura fueron en 10923.33,
14912 y Xq28. Los puntos de ruptura de la t(4;8) de brazos completos fueron centroméricos.
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> Origen heredado o de novo en el individuo con fallas reproductivas.

Se realizd estudio familiar en cuatro reordenamientos cromosémicos, el origen heredado se

confirmé en tres: t(4;8), 1(4;20) y t(9;10) y en uno el origen de novo: t(X;14).

» Procedencia parental del reordenamiento cromosémico estructural.

Dos reordenamientos heredados provinieron del padre: t(4;20) y t(9;10) y uno de la madre: t(4;8).

3.2.4. Analisis de segregacion cromosémica en las cromosomopatias heredadas diagnosticadas
en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en

la vida prenatal o el primer afio de vida, o ambas.

Grupo |: pérdidas recurrentes de la gestacion

En la figura 6 se representa el arbol genealdgico de la familia con inversion pericéntrica del
cromosoma 1. Los padres y la hija del caso indice se realizan estudio familiar. EI cromosoma 1
invertido parental se transmiti6 del individuo I-2 a I1-4, y de ésta a lll-7. Se asume que los productos
abortados recibieron un cromosoma recombinante, pero en ninguno se realizé cariotipo.

La figura 7 es el arbol genealdgico de una familia con translocacion por fusion centromérica entre
los cromosomas 13 y 14. Se constatd segregacion 2:1 alternante en el individuo I-2, quien
transmitié el cromosoma derivativo a II-1 y resulté ser portador balanceado de translocacién por
fusion centromérica no homdloga. No se conocid la constitucion cromosomica de I11-1 y 111-2.

La figura 8 representa el arbol genealdgico de una de las familias con translocacion por fusion
centromérica entre los cromosomas 15 y 22. Se diagnosticaron seis portadores balanceados que
heredaron el cromosoma derivativo como resultado de segregacién 2:1 alternante. No se conocid
la constitucion cromosdmica de los productos abortados.

La figura 9 muestra el arbol genealdgico de otra familia con translocacion por fusion centromérica

entre los cromosomas 15 y 22, sin parentesco demostrado con la anterior, la presencia de dos
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hermanas con el reordenamiento confirma el origen heredado. Aunque no se conocio el cariotipo
de los individuos I-1y I-2, se asume la segregacion 2:1 alternante con transmision del cromosoma
derivativo a las dos hijas. Entre la descendencia de Il-1 no se conocio el cariotipo de IlI-1, 11I-2 y
[1I-3, mientras que IlI-4 y llI-5 fueron portadores balanceados producto de segregacion 2:1

alternante. En lll-4 se diagnostico monosomia X con 44 cromosomas e hidrops fetal.

Grupo II: hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida,
o interrupcion electiva de la gestacion.

La figura 10 es el arbol genealdgico de la familia con t(13;18). El estudio familiar confirmé el origen
de novo en II-2. La segregacion 2:2 adyacente 1 dio lugar a los cariotipos no balanceados de -1
con trisomia parcial 18q y monosomia parcial 13q, y de lll-2 con monosomia parcial 18q y trisomia

parcial 13q. La segregacion 2:2 alternante origin6 el de [1I-3 como portador balanceado.

Grupo lll: pérdidas recurrentes de la gestacion e hijo con defectos congénitos fallecido en la vida
prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion electiva de la gestacion.

Las figuras 11y 12 representan los arboles genealdgicos de las familias con t(4;8) y t(4;20). En
ambas, el portador balanceado de la generacién Il es resultado de segregacion 2:2 alternante y no
se realiz6 estudio cromosémico a la generacion |1

La figura 13 pertenece al arbol genealdgico de una familia con t(9;10) en la que dos de sus
miembros, que residian en diferentes municipios, acudieron independientemente a consulta: el
individuo II-2 por abortos recurrentes y Il-4 por interrupcion electiva de la gestacién. La familia se
unific6 posterior al diagnéstico del mismo reordenamiento cromosdmico balanceado. La
segregacion 2:2 alternante origind los cariotipos balanceados de los cuatro descendientes de I-2;
aunque II-1 no aceptd el estudio familiar y 1I-3 fallecié en la infancia por sarcoma de partes blandas,
ambos tenian un fenotipo normal. En la descendencia de Il-4 se evidencié segregacion 2:2

alternante en Ill-4 y 111-6. No se conocié el cariotipo de l1I-5 ni de los demas productos abortados.
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En la figura 14 se representa el arbol genealdgico de la familia con t(X;14). El estudio familiar
demostro el origen de novo en |I-2, su descendencia presento tres tipos de segregacion meiética:
I1l-1: Segregacion 2:2 alternante. Recibe ambos cromosomas normales.
l1I-3: Segregacion 2:2 adyacente 2. Tiene 46 cromosomas con el derivativo X. (figura 13A)
l1l-7: Segregacion 3:1 aneuploidia terciaria. Presenta 47 cromosomas, el cromosoma extra es

el derivativo 14. (figura 13B)

3.2.5. Relacién cariotipo-fenotipo en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo con
defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer afio de vida, 0 ambas.

Ninguno de los 16 pacientes diagnosticados con aberraciones cromosémicas en los tres grupos
presento hallazgos clinicos de interés al examen fisico. En todos, el fenotipo se relacioné con fallas
reproductivas. Se evidencio el predominio de los abortos espontaneos, manifestandose en diez
pacientes, entre los que seis tuvieron otro tipo de falla reproductiva. Del total de casos positivos,

siete tuvieron un solo tipo de falla reproductiva y nueve dos o mas tipos (tabla 7).

3.2.6. Caracterizacion fenotipica del descendiente con aberracidn cromosdmica no balanceada.

De los ocho individuos con reordenamientos cromosémicos balanceados de los grupos Il y Il el
50 % de sus productos de la concepcién no balanceados presentaron cardiopatias congénitas, el
37.5 % defectos congenitos renales y el 12.5 % defectos de pared anterior y paladar hendido. En
la tabla 8 se relacionan las principales caracteristicas fenotipicas, agrupados segun el momento
de la vida en que se realizo el cariotipo al descendiente, en el 75 % (seis casos) fue prenatal. No
aparecen pacientes del grupo | porque en las pérdidas del primer trimestre no es posible analizar

el fenotipo del producto abortado.
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Tabla 7: Relacion cariotipo-fenotipo en individuos con pérdidas recurrentes de la gestacion, hijo

con defectos congeénitos fallecido en la vida prenatal o el primer afio de vida, o ambas. Villa Clara,

febrero 1995 — enero 2020.

Tipo de aberracién Gru- ) - Aborto [ Aborto [ Muerte Interrypmon HUO. fallecldo
cromosoémica po Fomula cromosgmica espontaneo [ diferido | fetal electva (.j,e prlmer. ano
la gestacion| de vida
Inversién pericénfrica | 46,XXinv(1)(p35q22) - - -
| 46,XX,1(1;10)(q23.1;926) - - -
[ 46,XX4(2;9)(q33.1;p24) - - - - +
1l 46,XY (3;9)(p?;p?) - - + + -
[l 46,XY ,1(4,8)(p10;q10) + - - + -
Translocacion reciproca MI146,X114:20)(p16;p11.2) 16qh+ ¥ i i ¥ i
| 46,XY,1(5;13)(p12;p11.2) + - - - -
| 46,XX.1(9;10)(p24,923.33) + - - - -
| 46,XX.4(9;10)(p24;q23.33) + - - + -
[ 46,XY ,1(13;18)(q34;921) - - - + -
Ul 46,Xt(X;14)(q28;q12) - + - + +
|| 45XXder(13;14)(q10;910) + - + - -
Translocacion por fusién Il | 45XXder(13;14)(q10;q10) - - - + -
centromerica || 45XXder(15,22)(q10,q10) - - - -
I 45,XX,der(15;22)(q10;q10) - - - -
Cromosoma marcador
supemumerario pequefio de | 47 XY, +mar{20]/46,XY[4] - + + - -
origen desconocido en mosaico

Leyenda: signos (+) presencia de la condicion

(-) ausencia de la condicion

Grupo |: Pérdidas gestacionales recurrentes
Grupo II: hijo fallecido en periodo prenatal 0 antes del afio de edad
Grupo IlI: antecedentes de pérdidas recurrentes e hijo fallecido

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

Tabla 8: Principales caracteristicas fenotipicas de los descendientes con aberraciones

cromosémicas no balanceadas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

" ; Fenotipo del producto no balanceado
omento de .,
Cariotipo del progenitor estudio del .. | Defecto Defecto de Paladar Alteracion del
Cardiopatia pared . neurodesarrollo
producto renal . hendido .
anterior y dismorfias
46,XY {3;9)(p?p?) - - * - )
46,XY,14;8)(p10;910) - - - -
46, XX 14:20)(p16:p11.2), 16qh+ (SF;reE:;ac', i i i i
46, XX,1(9;10)(p24;23.33) trimistre) + - - +
45 XX,den(13;14)(q10;q10) + + - - -
46,XY (13;18)(q34;q21) H S = -
46,XX1(2;9)(q33.1;p24) + = - - N
46, X 10X 14)(q28:912) RS : i ] ) .
Total y % - 4 (50%) |[3(37,5%)| 1(12,5%) |1(12,5%) 1(12,5%)

Leyenda: signos (+) presencia de la condicion

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

(-) ausencia de la condicion
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3.2.7. Relacién cariotipo-fenotipo de los productos de la concepcién con aberraciéon cromosomica
no balanceada

Se conocio el cariotipo de dos productos de la concepcion pertenecientes a las familias con t(13;18)
y t(X;14). En los demas no se supo porque la pareja solicitd la interrupcién electiva de la gestacion
tras el diagndstico ecogréfico de defectos congénitos o porque la muerte del recién nacido ocurri6
en las primeras horas de vida. Las evidencias clinicas y citogenéticas aseguran que se trat6 de

productos cromosdémicamente no balanceados.

Caso 1:

Lactante con dismorfias craneofaciales y alteracion del neurodesarrollo (figura 15A) con cariotipo
no balanceado en sangre periférica que conlleva al estudio familiar. En la madre se diagnosticd
translocacién reciproca balanceada entre cromosoma X y autosoma (figura 16)., en gestacién
posterior (figura 15B) también se diagnostica cariotipo no balanceado.

Cariotipo materno: 46,X,t(X;14)(q28;q912) Cariotipo del hijo: 46,Y,der(X)t(X;14)(q28;q12),-14
Cariotipo de DPC motivo de interrupcion electiva de la gestacion: 47,XX,+der(14)t(X;14)(q28;q12)
En el lactante se confirmé monosomia 14q12, trisomia de cromosomas sexuales en relacion con
sindrome Klinefelter y nulisomia funcional de Xq28. Al fallecer presentaba deterioro neurologico
severo e infecciones recurrentes. Las caracteristicas fenotipicas de ambos descendientes en

relacion con el cariotipo se relacionan en los cuadros 1y 2.

Caso 2:

Feto de 24 semanas con cardiopatia congénita diagnosticada por ecocardiografia. La pareja
solicita la interrupcion de la gestacion. En la necropsia se toma muestra de tejidos sélidos fetales
para analisis cromosémico con diagndstico de desbalance cromosomico, se realiza estudio familiar

que detecta al padre portador balanceado de translocacion reciproca (figura 17). Las
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caracteristicas fenotipicas del feto pueden observarse en la figura 18 y la relacion con el cariotipo

en el cuadro 3.

Cariotipo paterno: 46,XY,t(13;18)(q34;921) Cariotipo fetal: 46,XX,der(18),t(13;18)(q34;921)

46,Y,der(X)t(X;14)(q28;q12),-14

Sindrome por microdelecion 14q12 Nulisomia funcional de Xq28
Retardo del crecimiento postnatal + Retraso del neurodesarrollo +
Microcefalia + Autismo -
Hipotonia + Cuello corto y ancho
Epilepsia + Epilepsia
Movimientos estereotipados - Sordera -
Dificultad para la alimentacion + Linfedema -
Sutura metdpica prominente -

Pliegue epicantico bilateral +
Nariz bulbosa +
Labio superior en forma de carpa +
Labio inferior evertido +
Orejas grandes +

Leyenda: signos (+) presencia de la condicién (-

~

ausencia de la condicién Fuente: Historia clinica genética

Cuadro 1: Relacion cariotipo-fenotipo de lactante con cariotipo 46,Y,der(X)t(X;14)(q28;q12),-14

47 XX, +der(14)t(X;14)(928;q12)

Trisomia 14g11-q13 Trisomia Xg28 (Disomia funcional)
Microcefalia - Cara ancha +
Hipotelorismo - Mejilas llenas +
Blefarofimosis - Anomalias estructurales de las sieja+
Micrognatia + Boca pequenia, abierta +
Comisuras labiales desviadas hacia apajo | | Nariaguda +
Orejas de baja implantac + Defectos del palad -
Cuello corto - Orejas grandes -
Hoyuelo sacro -
Comunicacion interventicul -
Pie varo -

Leyenda: signos (+) presencia de la condicion (-) ausencia de la condicién Fuente: Historia clinica genéfica

Cuadro 2: Relacion cariotipo-fenotipo de feto 47, XX,+der(14)t(X;14)(q28;q12)
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46,XX,der(18),t(13;18)(q34;7q21)

Monosomia 18g21-qter Trisomia 13934
Retardo del crecimiento prenatal 1 Frente estrecmmnbada -
Braguicefalia + Hipertelorismo +
Hipoplasia mediofacial + Fittrum largo vy liso +
Mordida invertida - Defectos del paladar -
Labio inferior evertido - Orejas grandes -
Labio superior fino +
Comisuras labiales desviadas hacia ¢| +
Fittrum liso +

Ojos hundidos -
Hendiduras palpebrales antimongoloides -

Puente nasal ancho y deprimido -
Nariz estrecha -
Antihelix y antitrago prominentes +
Pulgar proximal +
Cardiopatia congénita +

Leyenda: signos (+) presencia de la condiciéon (-) ausencia de la condicién Fuente: Historia clinica genética

Cuadro 3: Relacion cariotipo-fenotipo de feto 46,XX,der(18),t(13;18)(q34;921)

3.2.8. Heteromorfismos cromosomicos diagnosticados en individuos con pérdidas recurrentes de
la gestacidn, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer afio de vida, o
ambas.

Se diagnosticaron 16 variantes diferentes de heteromorfismos, de ellas 14 de autosomas y dos de
cromosomas sexuales. Los nueve cromosomas involucrados fueron: 1, 9, 13, 14, 15, 16, 21, 22 y
Y. Predominaron las variantes de los cromosomas 9 y Y, las variantes menos frecuentes fueron
del cromosoma 1y el 13. Los heteromorfismos de los cromosomas sexuales pertenecen solo al
cromosoma Y, la variante mas frecuente fue Ygh+. En cinco cariotipos se encontraron dos

variantes diferentes de heteromorfismos autosémicos (tabla 9).

Grupo |: pérdidas recurrentes de la gestacion

En 64 pacientes se diagnosticaron 16 variantes de heteromorfismos cromosdmicos, que

represento el 12,80 % del grupo. La variante més frecuente fue el 9gh+ (tabla 9).
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Tabla 9: Variantes de heteromorfismos cromosoémicos diagnosticados en individuos con pérdidas
recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer

afno de vida, o ambas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Cromosoma | Variante Grupo | (N=500) Grupo Il (N=235) | Grupo IIl (N=118) Total (N=853)
N % N % N % N %
1 gh+ | 3| 441 44110 0 0 11 769 769 | 4] 360 3,60
gh+ |17 ] 25,00 6 | 20,00 1] 7.69 24 | 21,62
9 invigh) | 5| 7,35 32,35 2| 6,67 26,67 6 | 46.15 54,84 131 11,71 33,33
ps+ | 1 1,47 0 0,00 0 0,00 11 090
13 pstk+ | 1 147 58 |0 000 000(fo0f 000 000(f1]| 09 360
cenh+ | 2 | 2,94 0| 0,00 0| 0,00 2] 1,80
ps+ | 3| 4,41 3 | 10,00 0 0,00 6| 540
14 pstk+ | 2| 294 7.3 11 3,33 13,33 0 0,00 0,00 3| 270 8,10
15 pst [ 5| 73 735|2)| 667 6670 000 000 /(7] 631 631
16 ght | 4| 58 588 | 4| 1333 1333] 2| 1538 1538| 10| 9,00 9,00
pst | 1 1,47 3( 10 11 7.69 5 4,50
21 pstk+ | 1 1,47 2,9 2| 667 1665 0 0,00 7,69 3] 270 .2
pst [ 6| 882 11 3,33 11 7,69 8| 7,21
22 pstk+ | 1 1,47 10.29 0 0 3,33 11 7,69 15,38 2| 1,80 3,01
gh+ | 13| 19,10 5 16,67 0 0,00 18| 16,22
Y gh- [ 3| 44 23,51 11 3,33 20,00 0 0,00 0,00 4| 3,60 1982
Total 68 | 100,00 100,00| 30 100,00 100,00/ 13| 100,00 100,00|111{ 100,00 100,00
Carioiposcon | o | yoa00r  |29|  1234% |13] 1102  [108]  12.42%
hete.rolmorﬁsmos
Cariofpos con2 1, | ggg | 4| o043% |o| 000% |5| 059%
heteromorfismos
Leyenda: Grupo |: Pérdidas gestacionales recurrentes Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara

Grupo I: hijo fallecido en periodo prenatal o antes del afio de edad
Grupo llII: antecedentes de pérdidas recurrentes e hijo fallecido

Grupo II: hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida,
o interrupcion electiva de la gestacion

Se encontraron 11 variantes en 29 individuos para el 12,34 % del grupo, uno con dos variantes
diferentes. Los cromosomas 9 y Y mostraron el mayor nimero de variantes, destacandose 9gh+ y
Ygh+ (tabla 9).

Grupo llI: pérdidas recurrentes de la gestacion e hijo con defectos congénitos fallecido en la vida

prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion electiva de la gestacion
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Incluy6 siete variantes heteromorficas en 13 pacientes para un 11,02 %. La inversion pericéntrica

de la heterocromatina del cromosoma 9 fue la mas frecuente con el 46,15 % (tabla 9).

> Descripcion de los heteromorfismos cromosémicos segun el sexo del individuo estudiado

La tabla 10 muestra la distribucion de los heretomorfismos cromosdmicos segun el sexo, en los
tres grupos de pacientes con fallas reproductivas, el sexo masculino presento la mayor frecuencia.
Entre las mujeres de los grupos | y [l predoming la variante 9gh+y en el grupo Ill fue mas frecuente
la inv(9gh), mientras que en los hombres de los grupos |y Il predominé la variante Ygh+ y en los

del grupo Il la inv(9gh).

Grupo |: pérdidas recurrentes de la gestacion

La variante més frecuente en hombres fue Ygh+ con el 5 %, y en mujeres el 9gh+ con 3,85 %. En
un mismo cariotipo femenino coincidieron las variantes 9gh+,22ps+ y 9gh+,14pstk+ y en el
masculino 9gh+,14ps+ y Ygh+,14ps+. (tabla 10)

Grupo II: hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal, durante el primer afio de vida,
o interrupcion electiva de la gestacion.

En el sexo masculino donde se encontr6 mayor numero de cromosomas involucrados en los
heteromorfismos, la variante mas frecuente fue el Ygh+. En un hombre se diagnosticaron dos
variantes diferentes: Ygh-y 15ps+. (tabla 10).

Grupo lll: pérdidas recurrentes de la gestacion e hijo con defectos congénitos fallecido en la vida
prenatal, durante el primer afio de vida, o interrupcion electiva de la gestacion

No se diagnosticaron variantes del cromosoma Y, en ambos sexos la variante inv(9gh) fue la mas
frecuente (tabla 10). En una mujer con aberracion cromosémica se diagnosticé un heteromorfismo

en cromosomas no homologos.
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Tabla 10: Frecuencia de heteromorfismos cromosémicos segun el sexo del individuo con pérdidas
recurrentes de la gestacion, hijo con defectos congénitos fallecido en la vida prenatal o el primer

afno de vida, o ambas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2019.

Grupo | Grupo |l Grupo Il

Heteromorfismos| Mujeres | Hombres | Mujeres [ Hombres | Mujeres | Hombres

cromosomicos | N=260 N=240 N=122 N=113 N=62 N=56

en pacientes N % N % N % N % N % [N %
1gh+ 1 03| 2 080 000(0 0000 0001 179
9gh+ 10 38| 4 1664 3282 1771 161 0 0,00
inv(9gh) o 0005 2081 081 082 323| 4 713
13ps+ 1 0380 o000 O000fO0C 0000 000fO0 0,00
13pstk+ 1 0380 0000 o000fO0C 0000 000fO0 0,00
13cenh+ 2 0770 000|0 0000 00O 000| 0 0,00
14ps+ 0O 000| 1 042]2 1641 08 (0 000 0 0,00
14pstk+ 1 03| 0 0000 OOOf(1 08(|0 000(|O0 0,00
15ps+ 3 115 2 080 0001 08 |0 000 0 0,00
16qh+ 1 038 3 12512 1642 1771 1611 1,79
21ps+ o 0001 0422 1641 08 |0 0001 179
21pstk+ 1 0380 o001 081 08 7]0 000(fO0 0,00
22ps+ 3 115 2 080 000|1 08(1 161 0 0,00
22pstk+ c 0001 0420 0000 0001 1 1610 0,00
Yqh+ - 00012 500 - 0005 442] - 000(f 0 0,00
Yqgh- - 000 3 12| - 0000 o000f(- 0000 0,00
9qh+,14ps+ c 0001 0420 0000 0000 000]0 0,00
9qh+,14pstk+ 1 03| 0 0000 OOO(O0 0000 000 O0 0,00
9qh+,22ps+ 1 0380 0000 0000 0000 000fO0 0,00
Ygh+,14ps+ - 0001 o042) - 0000 000] - 000fO0 0,00
Yqgh-,15ps+ - 0000 O00OO|- OOOf1 O08(- 0000 0,00
Toftal 26 10,00( 38 158312 984 |17 1500| 6 967 | 7 125

Leyenda: Grupo I: Pérdidas gestacionales recurrentes  Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara
Grupo II: hijo fallecido en periodo prenatal o antes del afio de edad
Grupo lIl: antecedentes de pérdidas recurrentes e hijo fallecido

3.3. Discusion

La literatura cientifica utiliza predominantemente el término de falla reproductiva asociado a
infertilidad y pérdidas gestacionales. (10-12,18, 19, 23-24) En esta investigacion, la autora amplia

el término de falla reproductiva al incluir los hijos con defectos congénitos fallecidos durante el
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periodo neonatal y de lactancia, y construye un enfoque integral del concepto que permite

identificar con mayor fidelidad la etiologia cromosomica del fenémeno.

3.3.1. Andlisis de las aberraciones cromosdmicas diagnosticadas

La frecuencia y distribucién de las aberraciones cromosdmicas y el impacto del cariotipo parental
en el desenvolvimiento de las gestaciones de parejas con pérdidas recurrentes de la gestacion es
controversial. Las cromosomopatias estructurales balanceadas predominan en estos individuos.
Dutta y colaboradores (12) realiza un estudio caso control en 150 parejas con tres 0 mas pérdidas
consecutivas y diagnostican aberraciones cromosémicas en el 7 % de los individuos con
predominio de translocaciones reciprocas balanceadas en mujeres, mientras que Li y
colaboradores (13), describen una frecuencia de 3,74 % de entre 3 235 parejas con dos 0 mas
abortos antes de las 20 semanas de edad gestacional y también predominan las translocaciones
reciprocas balanceadas.

Chakraborty y colaboradores (11) informan una frecuencia de aberraciones cromosémicas del 3,31
% en 1 148 individuos con pérdidas recurrentes y especificamente para las translocaciones del
1,306 %, y Serapinas y colaboradores (169) refieren un 3 % en parejas con abortos recurrentes o
infertilidad.

En este estudio, la frecuencia de aberraciones cromosdmicas parentales fue inferior a las referidas
por los autores debido a las disparidades de las muestras; sin embargo, coincidié en que la mayor
frecuencia fue de aberraciones balanceadas. Incluso para las translocaciones fue superior a la
descrita por Chakraborty quien diagnostica 15 translocaciones en 1 148 individuos, y este trabajo
14 en 853.

Las translocaciones reciprocas entre el cromosoma X y un autosoma son raras, su frecuencia es
de 1:30 000 recién nacidos, la inactivacion del cromosoma X normal ocurre cuando la translocacion

es balanceada, mientras que en las no balanceadas tiene lugar en el cromosoma X derivativo,
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extendiéndose hacia el autosoma y silenciando algunas de sus secuencias. (170, 171) En linfocitos
de un paciente con manifestaciones neurologicas y cariotipo 45,X,psu dic(14;X)(p11;p22),
Mohamed y colaboradores (172) demuestran inactivacion del cromosoma X derivativo con
extension irregular o en parches al cromosoma 14 en el 70 % de los linfocitos, el fenotipo del
paciente se ve agravado y complicado por la monosomia funcional de algunos genes del
cromosoma 14.

Lo descrito puede suceder en el caso indice de la familia con translocacion X,14(g28;q12), con un
fenotipo complejo relacionado ademéas con nulisomia funcional de Xq28 y sindrome por
microdelecidn 14q12 (monosomia 14q12) como resultado de la segregacién adyacente 2. Este tipo
de segregacion es infrecuente, ocurre en el 4 % y al gameto segregan los cromosomas con el
mismo centromero, en este caso el X normal y el derivativo X.

La aneuploidia terciaria originada por segregacién 3:1 diagnosticada en el feto no balanceado es
infrecuente, el 22 % de las segregaciones no balanceadas son monosomias o trisomias terciarias.
(22, 67) EI 6 % de los cromosomas supernumerarios se originan por trisomia terciaria, contienen
parte de los dos cromosomas involucrados en la translocacion y son pequefios, lo que explica la
supervivencia del individuo afectado. Braddock y colaboradores (173) presentan una familia con
dos miembros con trisomias terciarias cuya madre era portadora de t(5;21)(p15.1;g22.1). El caso
presentado en esta investigacion fue el primero identificado en el Laboratorio de Citogenética de
Santa Clara y no existen reportes de otros publicados en Cuba.

Lowther y colaboradores (174) identifican el impacto de los reordenamientos cromosémicos
balanceados que interesan al cromosoma 14 y regiones teloméricas Xp22 y Xq28 con los
trastornos del desarrollo mediado por mecanismos no codificantes como la disrupcion de los
dominios de la cromatina en tercera dimension, esto complejiza la comprension del fenotipo en
estos pacientes. Los reordenamientos no balanceados entre el cromosoma X y un autosoma

proporcionan un método de estudio acerca de la inactivacién del cromosoma X'y permiten descifrar
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sus particularidades, el fenotipo es variable y depende de la extensiéon de las secuencias
autosdmicas silenciadas

Mediante el cariotipo se detectan deleciones o duplicaciones cromosomicas mayores de 8 a 10
MB; segmentos menores escapan al 0jo humano. Por esa razon, la relacién cariotipo-fenotipo
cobra importancia cuando no se dispone de tecnologias de citogenética molecular Utiles, como las
variaciones en el numero de copias o la secuenciacion de genoma completo. (175)

El origen de las translocaciones por fusion centromérica frecuentemente es de novo durante la
meiosis materna, la mas comudn involucra los cromosomas 13 y 14, en la que se forma un
cromosoma dicéntrico que en algunos aparenta ser monocéntrico por la supresién de uno de los
centromeros. Los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos presentan un 98,7 % de similitud
con muchas posibilidades de intercambio entre ellos, por lo que se sugiere que son fuentes
dindmicas de duplicacion segmentaria. (67, 104)

Cuando las translocaciones por fusién centromérica se transmiten por via materna aumenta el
riesgo de que el feto herede un cariotipo desbalanceado. (176, 177) Diaz Veliz y colaboradores
(178) observaron mayor frecuencia de origen materno; sin embargo, en la presente investigacion
predomind el paterno, probablemente explicado por las caracteristicas y tamafio de la muestra. Se
necesitan estudios posteriores para esclarecer el origen de este fendmeno en la provincia de Villa
Clara.

Las inversiones pericéntricas se relacionan con infertilidad masculina. En el cromosoma 1 existen
sitios especificos de genes involucrados con la espermatogénesis. La familia expuesta en esta
investigacion demostr6 tener tres generaciones con transmision de la inversion a través de
mujeres, lo que coincide con otros investigadores, que fomentan un aspecto evolutivo como
resultado de la recombinacidn genética durante la meiosis | y proponen profundizar en las causas

de la mayor frecuencia en mujeres. (133, 179, 180)
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Los pequefios cromosomas marcadores supernumerarios de origen desconocido generalmente
contienen heterocromatina y repercuten sobre el fenotipo; sin embargo, constituyen un gran dilema
para la citogenética convencional por la imposibilidad de determinar su procedencia, para lo cual

requieren de técnicas de citogenética molecular.

El estudio de citogenética molecular no se ofrecié al paciente diagnosticado en esta investigacion
por no estar disponible en el pais al momento del diagnéstico. El paciente no present6 dismorfias,
y la gran cantidad de abortos del primer trimestre referida; asi como la ausencia de descendientes
hacen sospechar una etiologia multifactorial. Perrin y colaboradores (181) utilizan la técnica de
FISH en un paciente con oligoastenozoospermia y describen un cromosoma dicéntrico derivado
del 22. Cuando estos pequefios cromosomas marcadores derivan de translocaciones reciprocas

y contienen eucromatina se asocian a dismorfias y defectos congénitos. (182)

3.3.2. Analisis de otras variables relacionadas con las cromosomopatias en fallas reproductivas

Con respecto a la relacion entre el numero de pérdidas gestacionales, los resultados de las
investigaciones publicadas son muy disimiles y una razén es la disparidad de las muestras. En el
presente estudio existio mayor frecuencia de cromosomopatias en individuos con dos abortos, lo
que coincide con los resultados de Chakraborty y colaboradores. (11)

Yang y colaboradores (175) encuentran mayor frecuencia de aberraciones cromosémicas en 10s
productos abortados por mujeres con un solo aborto espontaneo que en los de dos 0 mas. En
ambos grupos predominan las trisomias, seguidas por la monosomia X, las triplodias y las
tetraploidias. Otros estudios también plantean que las aneuploidias son mas frecuentes en los
espontaneos y describen que el riesgo de cromosomopatia en el producto de la concepcion
disminuye a medida que aumenta el numero de pérdidas. (183, 184)

Varias investigaciones relacionan la edad materna con las pérdidas gestacionales ya que la

mayoria de los productos con cromosomopatias son hijos de mujeres con EMA. Zhang y
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colaboradores (184) asocian el incremento de la edad materna con abortos tempranos por
aberraciones de los cromosomas 12, 15, 20 y 22 y en menor proporcion de 6, 7, 13 y los sexuales.
Sin embargo, otros estudios no encuentran diferencias al comparar la edad de las madres de los
productos abortados con cariotipo normal y con aberraciones cromosémicas. (175)

El conocimiento de los cambios en la incidencia de la pérdida gestacional recurrente informa sobre

posibles modificaciones de los factores de riesgo ambientales o genéticos.

3.3.3. Andlisis de los heteromorfismos cromosdmicos en individuos con pérdidas gestacionales

Existen importantes controversias entre grupos de investigadores acerca de la repercusion de los
heteromorfismos cromosémicos en la reproduccion humana, varios de ellos refieren mayor numero
de heteromorfismos del cromosoma 9 en poblaciones con pérdidas recurrentes.

Chakraborty y colaboradores (11) muestran una frecuencia de heteromorfismos cromosémicos del
9,06 % en poblacion india con pérdidas gestacionales recurrentes y de 2,747 % en el grupo control,
observan asociacion significativa para el riesgo de pérdida gestacional tanto en casos como
controles, asi como que las mujeres presentan mayor cantidad de heteromorfismos que los
hombres y que los cromosomas mas involucrados en los casos son 9, 14, 15y 21.

Esta investigacion coincidio con respecto a la mayor frecuencia de heteromorfismos del
cromosoma 9; sin embargo, no coincidid con la mayor frecuencia en hombres, el cromosoma Y
como segundo en frecuencia y con la frecuencia total de heteromorfismos que es inferior. Debe
tenerse en cuenta que la comparacion establecida fue entre una poblacion india y una cubana, por
lo cual las diferencias se asocian al origen étnico de los grupos, sobre todo por las pocas variantes
del cromosoma Y en la poblacién india. Blanco Pérez y colaboradores (18) encontraron mayor
frecuencia de variantes del cromosoma 9 en mujeres con fallas reproductivas en Pinar del Rio.
Luego de cinco afios de evaluar la funcion reproductiva de individuos con heteromorfismos

cromosomicos, un grupo de investigacion encontr6 mas fallas reproductivas entre los que
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presentan mayores satélites y tallos mas largos que en aquellos con satélites y tallos menores.
(1)

3.4. Conclusiones del capitulo:

- Los individuos con fallas reproductivas donde se combinan pérdidas gestacionales recurrentes e
hijos con defectos congénitos fallecidos durante la vida prenatal o el primer afio de vida presentan

mayor positividad de aberraciones cromosémicas.

- El cariotipo tiene gran valor diagnostico en el estudio de las pérdidas gestacionales recurrentes
y los eventos Unicos de hijos fallecidos prenatalmente o durante el primer afio de vida o de
interrupcion de la gestacion por defectos congénitos al constatarse en estos pacientes mayor
frecuencia de reordenamientos cromosémicos balanceados y heteromorfismos de los cromosomas
9y Y, ademas resulta imprescindible para el estudio familiar mediante el que se identifico el

predominio del origen paterno de los casos heredados.

- La relacion cariotipo-fenotipo muestra que las manifestaciones fenotipicas de los portadores
balanceados se expresan a nivel de la reproduccion, mientras que en la descendencia no

balanceada los defectos mas frecuentes son del aparato cardiovascular.
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Figura 8: Arbol genealdgico de familia con der(15;22)(q10:q10)
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Figura 12: Arbol genealdgico de familia con t(4;20)(p16;p11.2)
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Figura 13: Arbol genealégico de familia con t(9;10)(p24:923.33)
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Figura 15: Habito externo y estudio cromosémico de la descendencia no balanceada de
t(X;14)(q28;912). 15A: Habito externo y cariotipo 46,Y,der(X)t(X;14)(q28;q12),-14 15B: Habito
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Figura 16: Cariotipo materno: 46,X,t(X;14)(q28;q12)
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Figura 17: Cariotipo paterno 46,XY,(13;18)(q34;921)



Fuente: Archivos del Laboratorio de Citogenética de Villa Clara
Figura 18: Habito externo de feto producto de interrupcion electiva de la gestacién por cardiopatia

congénita con cariotipo 46,XX,der(18),t(13;18)(q34;g21) en tejidos sdlidos fetales.
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CAPITULO 4. ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN INDIVIDUOS CON INFERTILIDAD

La infertilidad es un problema de salud mundial con impacto médico y social sobre la pareja. Los
cambios demograficos en Cuba y las caracteristicas de la provincia de Villa Clara requieren ampliar

los conocimientos de sus causas con respuestas y acciones certeras. (107,164)
4.1. Objetivo del capitulo

- Caracterizar epidemioldgica, citogenética y clinicamente las aberraciones y los heteromorfismos

cromosomicos en individuos de ambos sexos con infertilidad.
4 .2. Resultados

Se estudiaron 263 individuos con historia de infertilidad, la tabla 11 y la figura 19 muestran su
distribucion en los tres grupos declarados: mujeres infértiles (grupo 1V), hombres infértiles (grupo
V) y parejas con infertilidad de etiologia no precisada (grupo VI). EI 10,26 % de las mujeres y de

los hombres con infertilidad asociada a algun hallazgo médico presentaron cromosomopatias.

Tabla 11: Frecuencia de cariotipos normales y con aberraciones cromosdmicas en mujeres y

hombres infértiles y parejas con infertilidad de etiologia no precisada. Villa Clara, febrero 1995 —

enero 2020.
Cariotipos Normales | Cariotipos Normales | Cariotipos con Aberraciones

Grupos| N | sin Heteromorfismo | con Heteromorfismo Cromosémicas

N % N % N %
v 122 89 33,84 6 2,28 27 10,26
v 113 66 25,10 20 7,60 27 10,26
Vi 28 27 10,26 1 0,38 0 0,00
Total | 263 182 69,20 27 10,26 54 20,53

Leyenda: Grupo IV: mujeres infértiles Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara
Grupo V: hombres infértiles

Grupo VI: parejas infériles de etiologia no precisada
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Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara
Figura 19: Resultado citogenético en mujeres y hombres infértiles y parejas con infertilidad de

etiologia no precisada. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.
4.2.1. Positividad de los estudios citogenéticos en mujeres y hombres infértiles y parejas con

infertilidad de etiologia no precisada.

Grupo 1V: 22,13 % (27 cromosomopatias en 122 mujeres infértiles)
Grupo V: 23,89 % (27 cromosomopatias en 113 hombres infértiles)

Grupo VI: no se diagnosticaron cromosomopatias

4.2.2. Positividad de los estudios citogenéticos en los analisis intragrupo.

Grupo IV: infertilidad femenina

» Positividad segun la edad al momento del diagndstico.

La edad de las mujeres infértiles oscilé entre los 15 y 39 afios. El 67,2 % tenia entre 15 y 24 afios
y aportaron las tres cuartas partes de los cariotipos con aberraciones cromosdmicas.

- mujeres entre 15y 19 afos de edad: 28,30 % (15 cromosomopatias en 53 pacientes)

- mujeres entre 20 y 24 afios: 20,69 % (6 cromosomopatias en 29 pacientes)

- mujeres entre 25 y 29 afios: no se diagnosticaron cromosomopatias en 17 pacientes

- mujeres entre 30 y 34 afos: 25,00 % (4 cromosomopatias en 16 pacientes)

- mujeres entre 35y 39 afos: 28,57 % (2 cromosomopatias en 7 pacientes)
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> Positividad en mujeres infértiles con amenorrea primaria, amenorrea secundaria u

oligomenorrea.

- mujeres con amenorrea primaria: 28,98 % (20 cromosomopatias en 69 pacientes)
- mujeres con amenorrea secundaria: 16,66 % (4 cromosomopatias en 24 pacientes)

- mujeres con oligomenorrea: 10,34 % (3 cromosomopatias en 29 pacientes)

Grupo V: infertilidad masculina

» Positividad segun la edad al momento del diagndstico.

- hombres entre 15 y 19 afios: 40,00 % (4 cromosomopatias en 10 pacientes)

- hombres entre 20 y 29 afios: 40,62 % (13 cromosomopatias en 32 pacientes)

- hombres entre 30 y 39 afios: 15,21 % (7 cromosomopatias en 46 pacientes)

- hombres entre 40 y 49 afos: 9,09 % (2 cromosomopatias en 22 pacientes)

- hombres con 50 y mas afios: 33,33 % (1 cromosomopatia en 3 pacientes)
En los 113 hombres infértiles estudiados, la edad al momento de realizarse el cariotipo oscilé desde
los 15 afios cumplidos hasta mas de 50 afios. El 62,83 % de ellos se realiz6 el cariotipo después

de los 30 afios de edad. La mayor positividad se encontro entre los 15 y 29 afios.

» Positividad en hombres con azoospermia y oligoastenozoospermia.

El 15,93 % de los hombres infértiles (18 pacientes) no tenia espermograma, entre ellos se
diagnostico una cromosomopatia para una positividad del 5,55 %. El 34,66 % de los hombres con
azoospermia presentd aberraciones cromosomicas (26 de 75 pacientes) y entre los hombres con

oligoastenozoospermia (20 pacientes) no se diagnosticaron cromosomopatias.

4.2.3. Caracterizacion de las aberraciones cromosomicas en mujeres y hombres infértiles, y

parejas con infertilidad de etiologia no precisada
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Grupo IV: infertilidad femenina

» Clasificacion de las aberraciones cromosomicas.

Todas las aberraciones cromosémicas diagnosticadas pertenecieron a los cromosomas sexuales,
predominaron los mosaicos numéricos. En ocho pacientes con fenotipo femenino y presencia del
cromosoma Y se confirmd el gen SRY por técnicas moleculares; dos eran mosaicos relacionados
con Disgenesia gonadal mixta y seis sindromes de insensibilidad completa a los andrégenos. Se
diagnosticaron 17 pacientes sindrome Turner, todas con variantes citogenéticas y predominio de

deleciones y mosaicos de monosomia X (tabla 12).

Tabla 12: Cariotipos positivos diagnosticados en mujeres infértiles (grupo 1V). Villa Clara, febrero

1995 — enero 2020.

Clasificacion segun la , e Sindrome
o L N Férmula cromosomica
alteracién cromosdmica Turner N=17
1 46,X,del(X)(p11.2)
., 2 46,X,del(X)(q21.2) 0
delecion 1 46 X.del (X)(q21) 29,41 %
estructural 1 46,X,del(X)(q24)
isocromosoma| 3 46,Xi(X)(q10) 17,65 %
translocacion | 46 X1(X: 14)(q24;q22)mat
reciproca
1 mos 46,X,dup(X)[77]/45,X[23]
1 mos 45,X[78]/46,X,r(X)[24]
estuctural mos 45,X[87]/46,X,i(Xq)[8] 17,65 %
1 | mos 46,X,i(Xq)[35]/45,X[8]/46,XX[8]
1 mos 45,X[25]/46,XX[5]
. 1 mos 45,X[2)/46,XX[58] 0
mosaico 1 mos 45,X[2)/46,XX[98] 23,53 %
UMErico 1 mos 45,X[2]/46,XX[48]
1 mos 45,X[10]/46,XY[40] 1176 %
1 mos 45,X[20]/46,XY[21] ’
1 mos 47,XXX[3]/46,XX[59]
1 mos 47,XXX[2]/46,XX[98]
Sindrome de
insensibilidad completaa | 6 46,XY
los andrégenos

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenétca de Villa Clara
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» Puntos de ruptura

En las deleciones se encontrd un solo punto de ruptura en el brazo corto del cromosoma X, ubicado
en p11.2; y tres en el brazo largo, localizados en q21.2, q21 y q24. En la translocacion reciproca
la ruptura del cromosoma X se ubic6 en q24 y la del autosoma en 14g22. Mediante la citogenética

convencional no se definieron los sitios de ruptura del cromosoma en anillo.

» Origen heredado o de novo.

A través del estudio familiar se confirmé el origen heredado de la translocacion reciproca, el resto

de las aberraciones cromosémicas fueron de novo.

» Procedencia parental del reordenamiento cromosémico heredado

La t(X;14) se heredd por linea materna

> Andlisis de segregacion de las aberraciones cromosomicas heredadas.

La figura 20 representa el arbol genealdgico de la familia con t(X;14). Se asume que uno de los
progenitores de II-1y |I-2 sea portador del reordenamiento, aunque no se realizé el estudio familiar.
La segregacion 2:2 alternante origind los gametos de los cuatro portadores balanceados. -1 solo
refirid dismenorrea, 11-2 no tuvo descendencia y nunca solicité asistencia médica y en lll-1 no se

encontraron alteraciones fenotipicas.

Grupo V: infertilidad masculina
Todas las cromosomopatias diagnosticadas fueron numéricas de los cromosomas sexuales, el
85,19 % trisomias completas y el 14,81 % mosaicos numéricos. Se diagnosticd Disgenesia gonadal

mixta en un paciente con fenotipo masculino (tabla 13).
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Tabla 13: Aberraciones cromosémicas diagnosticadas en los hombres infértiles (grupo V). Villa

Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Clasificacion de la
aberracion

=

Férmula cromosdmica %

—_
oo

47 XXY
47 XXY,9qh+
47, XXY,21ps+ 85,19
47 XXY,22ps+
47 XXYqh+
mos 47,XXY[84]/46,XY[16]
mos 47, XXY[96]/46,XY[4]
mos 47,XXY[83]/48,XXXY[6]/46,XY[11]
mos 45,X[74]/46,XY[26]
Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

numérica | trisomia

mosaico [numérico 14,81

_ A A AN D,

4.2 4. Relacion cariotipo-fenotipo

Grupo IV: infertilidad femenina

La amenorrea primaria se presentd en el 74 % (20 de 27) de las mujeres con cariotipos positivos,
once de ellas con cromosomopatias y seis con cariotipo XY, con igual comportamiento para la
disgenesia gonadal. En la tabla 14 aparecen las principales caracteristicas fenotipicas, los signos
mas relevantes fueron baja talla, amenorrea primaria, disgenesia gonadal y dismorfias. En la figura

21 se puede apreciar el habito externo de dos pacientes infértiles con cromosomopatia.

Grupo V: infertilidad masculina

Las principales caracteristicas fenotipicas de los pacientes masculinos con aberraciones
cromosomicas se muestran en la tabla 15. En el sindrome Klinefelter y variantes predominaron la
adipomastia en el 69,23 % y la atrofia testicular en el 61,53 %, seguidos por la alta talla en el 38.46

% y la ginecomastia en el 34,61 % de los pacientes.
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Tabla 14: Principales caracteristicas fenotipicas de las mujeres infértiles con aberraciones

cromosoémicas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Cariotipo

Amenorrea|Amenorrea
primaria |secundaria

Oligo- | Baja [Disgenesia
menorrea | talla | gonadal

Dismorfias

Infertilidad

46, X,del(X)(p11.2) ¥
46, XX, del (X)(q21)
46, XX del (

46,XX del (X)(q21.2)
46,X,del(X)(q24)
46 XXA(X: 14)(q24:922)
46 X,i(Xq)

46 X,i(Xq)
46,X,i(Xq)

mos 46,X,

mos 45,X[78]/46,X,r(X)[24]
mos 45,X[87)/46,X,i(Xq)[8]
mos 46,X,i(Xq)[35/45,X[8]/46,XX[8]
mos 45,X[25)/46,XX[5]
mos 45,X[2]/46,XX[58]
mos 45,X[2]/46,XX[98] -
mos 45,X[2)/46,XX[48] -

mos 47,
mos 47,

mos 45,X[10]/46,XY[40] +
mos 45,X[20]/46,XY[21] *

+
X)(q21.2) *
+

dup(X)[77]/45,X[23]

+ + + + + + + o+

XXX[3]/46,XX[59] -
XXX[2]/46,XX[98] -

+ + +

+ + + o+

+

+ + + + + + +

+ + + + o

+ + 4+ + 1+ + o+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Leyenda: signos
Fuente: Registro

Tabla 15: Principales caracteristicas fenotipicas en hombres infértiles con

(+) presencia de la condicién  (-) ausencia de la condicion

del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

cromosémicas. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

aberraciones

Cariofipo Alta | Baja [ Criptor- | Atrofia |Gineco-| Adipo- | Dismor- | Inferti-
talla | falla | quidia [testicular| mastia | mastia | fias lidad
Sindrome 47,XXY (23 pacientes) 9 - 5 14 8 17 2 23
Klinefelter y mos47,XXY[84]/46,XY[16] - - - - - + - +
variantes mos47,XXY[96]/46,XY[4] + - - + - -
N=26 mos47,XXY[83]/48, XXXY[6]/46, XY[11] [ - - - + - - - +
% 3846 0 19,23 | 61,53 | 34,61 | 69,23 | 7,69 100
Disgenesia
gonadal mixta mos45,X[74]/46,XY[26] - + + - - - + +
N=1

Leyenda: signos

(+) presencia de la condicion  (-) ausencia de la condicion

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenétca de Villa Clara
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4.2.5. Heteromorfismos cromosdmicos diagnosticados en mujeres y hombres infértiles, y parejas
con infertilidad de etiologia no precisada.

Se diagnosticaron 16 variantes diferentes de heteromorfismos cromosdmicos, 14 de autosomas y
dos de cromosomas sexuales. Se encontraron en los cromosomas 1, 9, 13, 14, 15, 16, 21,22y Y,
predominaron las variantes del cromosoma'Y, 9y 16 (tabla 16). La figura 22 muestra la imagen de

algunos heteromorfismos diagnosticados.

Tabla 16: Heteromorfismos cromosémicos diagnosticados en mujeres y hombres infértiles y

parejas con infertilidad de etiologia no precisada. Villa Clara, febrero 1995 - enero 2020.

Heteromorfismos | Grupo IV N=122 | GrupoV N=113 | Grupo VI N=28
cromosgmlcos en N = - % ” -
pacientes
1gh+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
9gh+ 0 0,00 2 1,77 1 3,57
inv(9gh) 1 0,82 0 0,00 0 0,00
14ps+ 1 0,82 0 0,00 0 0,00
14pstk+ 1 0,82 1 0,88 0 0,00
19pstk+ 1 0,82 0 0,00 0 0,00
16qh+ 0 0,00 3 2,65 0 0,00
21ps+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
22ps+ 1 0,82 1 0,88 0 0,00
22pstk+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
9qh+,14ps+ 1 0,82 1 0,88 0 0,00
9qh+,inv(9qh) 0 0,00 1 0,88 0 0,00
13pstk+,21pstk+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
14pstk+,22pstk+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
15ps+,21ps+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
21pstk+,22pstk+ 0 0,00 1 0,88 0 0,00
Ygh+ - = 6 5,30 0 0,00
Ygh- — 3 2,65 0 0,00
Total 6 4,92 25 22,12 1 3,57

Leyenda: Grupo IV: mujeres infértles Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara
Grupo V: hombres infértiles
Grupo VI: parejas infértles de etiologia no precisada
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4.2.6. Algoritmo de estudio genético a la pareja infértil

Se propone un algoritmo de estudio (figura 23) para la pareja infértil que incluye la valoracion por
el master en asesoramiento genético en los centros municipales y la remision directa hacia el
centro provincial de los pacientes con sospecha de alguna condicién genética para su evaluacion
por el genetista clinico e indicacién de complementarios como cariotipo, microdeleciones del
cromosoma Y, indice de fragmentacion espermatica y estudios moleculares, si estan disponibles,

en los pacientes que se sospeche una enfermedad monogénica.

' Centro municipal de genética, valoracion ‘
_ por Master en asesoramiento genetico |

I

' Centro provincial de genética meédica ‘
valoracion por Genetista Clinico
1]

Historia clinica
Arbol genealégico

‘ Centro territorial de alta tecnologla Examen fisico o

1 N~ Estudo de ™

trastornos )

‘ Consulta Municipal

‘Servicio provincial de reproduccion asistida ‘—'

. monogénicos

indice de
fragmentacion |

; Canotipo )
Normal 'T \\ _—
f— \ "

Mlcrodelecnones ‘ ‘ /

46, XY (

del cromosoma Y /™ 46XX| 4 [ Aberacién | |

B '-'—-____ ; cromosomica
e Heteromorfismo o

. espermatica
del Y

Fuente: Original de la autora

Figura 23: Algoritmo de estudio genético para las parejas infértiles

4 3. Discusion

4.3.1. Analisis del sindrome Turner

El sindrome Turner es la alteracion de los cromosomas sexuales mas frecuente en mujeres. Entre
el 40 % y el 60 % presentan cariotipo 45,X, los mosaicos 45,X/46,XX y los isocromosomas
representan entre el 10 % y el 20 % cada uno, y los restantes son cromosomas X en anillo,
variantes con presencia de cromosoma Y, y otras. (185) Los resultados de esta investigacién no
coincidieron con los datos anteriores porque la muestra es de mujeres infértiles mayores de 15

anos, y el cariotipo 45,X se diagnostica a edades mas tempranas y se asocia al fenotipo clasico.
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El predominio del mosaico con una linea aneuploide monosomica, coincididé con otros estudios
como el de Vorsovana y colaboradores, (186) aunque refieren una frecuencia mayor, de 68,5 %.
El mosaico en el sindrome Turner es un acapite que necesita ser esclarecido, varios investigadores
afirman que todos los recién nacidos con cariotipo 45,X son mosaicos para tejidos especificos y
que el mosaico es la regla mas que la excepcion, por lo que conocer la verdadera proporcién de
cada linea celular es una meta dificil.

Graff y colaboradores (187) comparan el resultado del cariotipo en sangre periférica y del FISH de
células de la mucosa oral y encuentran diferencias para el por ciento de la linea 45,X entre ambos
tejidos en el 67,64 %. Thunstrom y colaboradores (188) observan diferencias del 38%, mediante
FISH, para el mosicismo entre células de ambos lados de la mucosa oral de 20 pacientes sindrome
Turner, y recomiendan realizar esta técnica ante la sospecha de mosaico no concluido por el
cariotipo.

Los mosaicos de aberraciones estructurales suelen relacionarse con isocromosomas, anillos y
deleciones. El anillo presenta deleciones de tamario variable en ambos brazos cromosdmicos, en
algunos, la delecion del locus XIST determina el fenotipo mas extremo. (189)

El fenotipo de las variantes de sindrome Turner en mosaico con cromosoma Y tiene un espectro
amplio que va desde masculino aparentemente normal, diferentes grados de ambigliedad genital,
hasta femenino turneriano; pero en todos existe infertilidad. (22, 190)

Graff y colaboradores (187) en una muestra de 142 sindrome Turner adultas refieren una
frecuencia de 8,5 %, ligeramente inferior a la encontrada en el presente estudio. En estas pacientes
se describe disgenesia gonadal e infertilidad, lo que coincidi6 con el estudio en curso, sin embargo,
la virilizacion y el gonadoblastoma no se observaron. El riesgo de desarrollar gonadoblastoma es
del 26,9 % y de malignizarse del 14 %, y esta indicada la extraccion quirurgica de las génadas.

(189, 191)
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En esta investigacion el sindrome Turner por delecion fue mas frecuente que el mosaico numérico.
Predominaron las deleciones de Xq, solo se diagnosticé una en Xp, en regién p11.2. Zinn y
colaboradores (192) presentan una paciente con igual punto de ruptura y fallo ovarico en una serie
de 28 sindrome Turner por delecidn Xp y observan que el fenotipo tipico aparece en pacientes con
deleciones de mayor tamafio. La region Xp22.33-Xp22.12 contiene el gen SHOX que escapa a la
inactivacion y su funcion es dosis dependiente, por lo que la haploinsuficiencia causa retardo
pondoestatural, se expresa en los arcos faringeos, extremidades, médula 6sea, células
osteogénicas y fibroblastos.

Las deleciones de Xq son mas frecuentes, la region entre Xq13 y Xq28 es importante en la funcion
ovarica normal, la region critica 1 se ubica en Xq13-921 y sus deleciones son compatibles con
menstruaciones normales y fertilidad; mientras que las de la region critica 2 ubicada en Xq23-q28
se relacionan con fallo ovérico. EI gen FMR1, con locus en Xq27.3, es importante en la funcion
ovarica. (189)

La frecuencia del isocromosoma de brazos largos en el sindrome Turner coincidié con la plasmada
en otros estudios, entre 15 % y 18 %, estas mujeres presentan baja talla por la haploinsuficiencia
del gen SHOX. (189)

La infertilidad es un hallazgo constante en el sindrome Turner y constituye la mayor preocupacion
para las pacientes. Se debe a la apoptosis acelerada de las células germinales y génesis deficiente
de foliculos durante la vida fetal, causando deplecion folicular prematura y disgenesia gonadal. Sin
embargo, el grado de ovocitos perdidos es variable y las demas funciones ovaricas dependen de

la cantidad de células 46,XX presentes en el ovario. (193)

Un estudio realizado en diez pacientes sindrome Turner por aneuploidia analiza la presencia del
cromosoma X en ovocitos, células de la granulosa y del estroma ovarico mediante FISH, y
demuestra que en las variantes mosaico la mayoria de los ovocitos de foliculos pequefios son

normales, pero casi todas las células de la granulosa de los foliculos individuales son aneuploides
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y los foliculos que provienen del mismo ovario difieren segun el grado de mosaico de las células
de la granulosa, ademas de encontrar alto nivel de mosaico en el estroma ovarico. El grado de
mosaico en linfocitos, células de la mucosa oral y células obtenidas de la miccién no se
correlaciona con el del tejido ovarico. A pesar de la presencia de ovarios y foliculos
morfolégicamente normales en los mosaicos sindrome Turner, las alteraciones de las células de
la granulosa y del estroma ovarico limitan la capacidad fértil. (193)

Las menstruaciones espontaneas se presentan en el 2 % de las pacientes 45,X y el 20 % de los
mosaicos, (189) Graff y colaboradores (187) encuentran 15 pacientes con menstruaciones
espontaneas, de un total de 142 con sindrome Turner.

Durante afios se ha tratado de explicar el fenotipo turneriano a través de la citogenética y los genes,
en la actualidad todo indica que existen otras causas mas alla de la secuencia de nucleétidos. La
presencia de un solo cromosoma X, o de alteraciones estructurales provoca inestabilidad
epigenética con hipometilacion. (194)

La edad al diagnéstico del sindrome Turner varia segun la muestra de cada estudio, la edad media
al diagndstico varia entre 10,6 y 15,1 afios. Un estudio que analiza grupos de edades encuentra
mayor frecuencia entre 25 y 29 afios. (185, 187, 194, 195) En el presente estudio la mayoria de
los diagndsticos se realizaron en los grupos de edades extremas, ninguno entre los 25 y 29 afios
y los individuos mas jovenes presentaron mas manifestaciones clinicas que los de mayor edad.
El tratamiento de reemplazo hormonal en el sindrome Turner se inicia con el proposito de inducir
la pubertad, mantener los caracteres sexuales secundarios, facilitar el crecimiento del Utero,
garantizar la maxima cantidad de hueso y mejorar el perfil metabolico. (185) Ninguna de las

pacientes de este estudio habia sido tratada previamente.

4.3.2. Anélisis de sindrome de insensibilidad a andrégenos.
El sindrome de insensibilidad a andrégenos es la causa mas frecuente de trastornos de la

diferenciacion sexual en individuos con cariotipo 46,XY. El gen del receptor androgénico tiene el
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locus en Xq11-12 y se han identificado cerca de 600 mutaciones. El 66 % de las mutaciones se
heredan de las madres portadoras (herencia recesiva ligada al X), el resto son mutaciones de novo
y somaticas. En un grupo de pacientes sin mutaciones en el gen del receptor de andrégenos se
identificaron patrones de metilacion aberrantes. No existe una relaciéon perfecta entre las
mutaciones y el fenotipo. (196-200)

En esta investigacion se diagnostico el sindrome en su forma completa en pacientes adultas con
amenorrea e infertilidad, la mayoria de los estudios declaran el diagnostico en etapas mas
tempranas, consideramos que por las caracteristicas socio culturales de la poblacién esto no fue

posible, algunas incluso negaron la amenorrea.

4.3.3. Anélisis del sindrome Klinefelter

El sindrome Klinefelter es la cromosomopatia mas frecuente en hombres con infertilidad, se
diagnostica entre el 3 % y el 4 % de los infértiles y el 8 % al 13 % de los azoospérmicos. El cariotipo
47 XXY se encuentra en el 80 % o el 90 % de los casos, y el fenotipo se caracteriza por
azoospermia en mas del 95 % de los pacientes e infertilidad en el 99 %. (201-206)

Un estudio de casos y controles en poblacion masculina infértil de India refiere aberraciones
cromosomicas en el 16 % con mayor variedad de tipos que incluyen cromosomas autosémicos,
como translocaciones por fusién centromérica y reciprocas balanceadas, insercion y marcador
supernumerario. (207)

La ausencia de aberraciones autosomicas en esta investigacion se debid a caracteristicas de la
muestra como procedencia y seleccion de los casos para cariotipo con hallazgos clinicos
sugerentes de aberraciones de los cromosomas sexuales. Romero Tovar y colaboradores (16)
diagnostican cromosomopatias en el 12,5 % de una poblacién mexicana de individuos infértiles de
ambos sexos, con predominio del cariotipo 47,XXY, sin embargo, atribuyen la alta frecuencia a la

inclusién de los heteromorfismos cromosémicos como positivos.
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El sindrome Klinefelter tiene expresividad variable, entre el 64 % y el 75 % de los pacientes no se
diagnostican. El “fenotipo clasico” es la manifestacion mas extrema del sindrome. El origen del
cromosoma X adicional se relaciona con la variabilidad fenotipica y cuando proviene del padre se
describe mayor retardo puberal. La expresion del gen XIST es similar a las mujeres y ocurre la
inactivacion de uno de los cromosomas X; sin embargo, los genes pseudoautosomales se
expresan desde tres loci por lo que repercuten negativamente sobre el fenotipo. Por ejemplo, el
gen SLC25A6 esta sobre expresado en el sindrome Klinefelter, se relaciona con las vias de
sefales y el metabolismo del calcio y explica molecularmente los intervalos QT cortos. Igual sucede
con el gen AKAP17A que se relaciona con el aumento de la susceptibilidad a desarrollar los tics
descritos en estos pacientes. (185, 208)

Existe relacion entre el gen del receptor de andrdgenos vy el fenotipo del sindrome Klinefelter, el
cual posee un fragmento de 9 a 37 repeticiones del trinucledtido CAG y existe inactivacion
preferencial del alelo mas corto. La ginecomastia y los testiculos mas pequefios se asocian a
repeticiones mas largas; mientras las cortas se relacionan con mayor nivel educacional y
relaciones sociales mas estables. Al conocer la gran cantidad de genes ubicados en el cromosoma
X que estan relacionados con la espermatogénesis, es obvio suponer que la doble dosis impacte
desfavorablemente sobre la fertilidad. (194, 203, 204, 208)

La frecuencia de cromosomopatias es mayor entre los hombres con azoospermia que entre los
que presentan oligozoospermia u otra alteracion del espermograma. Los resultados de esta
investigacion coincidieron con la anterior observacién. Varios estudios refieren espermatogénesis
en pacientes con sindrome Klinefelter. Foresta y colaboradores, (209) demuestran la existencia de
espermatogénesis mediante biopsia aspirativa por aguja fina de testiculo en algunos pacientes en
los que todas las espermatogonias y los espermatocitos primarios eran 47,XXY; mientras que los

espermatocitos secundarios, las espermatidas y los espermatozoides tenian cinco constituciones:
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23,X; 23,Y; 22,0; 24, XX y 24 XY. En este estudio a ningun paciente se le habia realizado biopsia
testicular.

La atrofia testicular se describe en el 80 % y el 90 % del sindrome Klinefelter. (201) En el presente
estudio se encontré6 menor frecuencia, por lo que se requiere profundizar en la evaluacién de la
histologia testicular de estos pacientes. La prevalencia de criptorquidia al nacimiento en el
sindrome no esta definida, se estima sea mayor que entre los recién nacidos con constitucion
cromosomica normal. (210) La evaluacién hormonal arroja niveles altos de FSH y bajos de
testosterona; aunque hay reportes de pacientes con valores normales de testosterona, y estudios
recientes sugieren que los bajos niveles no se deben a déficit en la produccidn, sino a la liberacion
deficiente por alteraciones de los vasos testiculares (208, 211).

La alta talla se constatd en el 38,46 % de los pacientes de esta investigacion, la cual no es una
caracteristica constante y se debe al incremento de dosis del gen SHOX con locus en la region
pseudoautosomal de los cromosomas X e Y que no se inactiva. (194, 211)

Aunque el sindrome Klinefelter puede diagnosticarse a cualquier edad, es més frecuente hacerlo
en adultos jévenes en consultas de infertilidad. La edad media estimada al diagndstico es de 27,5
afos. (185, 204) Singhal y colaboradores (205) encontraron la edad promedio de 32 afios en su
grupo de estudio.

Vorsanova y colaboradores, (212) en 4 535 nifios con trastornos del neurodesarrollo, diagnostican
el sindrome Klinefelter en mosaico en el 0,6 %, con por cientos de mosaico entre 1 - 95 %,
confirmados por citogenética convencional y molecular; pero, no encuentran relacion entre los por
cientos de las lineas celulares del cariotipo y el fenotipo, por lo que afirman que el mosaico en las
células somaticas es de naturaleza dindmica, relacionado con procesos ontogénicos y patogénicos
aun desconocidos. Se considera mosaico somatico dinamico a la formacién de nuevos

reordenamientos cromosomicos a partir de una alteracion ya existente. (213)
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La expresividad variable de las aneuploidias sexuales no solo se explica por la constitucion
cromosomica, sino por la interaccion de multiples factores ambientales y genéticos. Al tener en
cuenta la frecuencia del sindrome Klinefelter de 1 cada 600 recién nacidos varones, la ausencia
de manifestaciones clinicas al nacimiento, la gran proporcién no diagnosticada durante la vida y la
mejor evolucion de los casos identificados en la vida prenatal, es necesario valorar métodos de
pesquisa neonatal, y enfocarse en el seguimiento y tratamiento médico con suplemento hormonal
para evitar manifestaciones clinicas que afectan la salud fisica y psicoldgica de los adolescentes.
En pacientes con evidencias de espermatogénesis, debe considerarse la extraccién de semen
testicular para crio conservacion y garantizar técnicas de reproduccion asistida cuando se desee

la paternidad.

4.3.4. Anélisis de Disgenesia gonadal mixta con fenotipo masculino

El riesgo de malignizacién de las gbnadas no descendidas en pacientes con cariotipo 45,X/46,XY
es alto, por lo que tienen criterio para su extirpacion quirurgica. (22) El fenotipo de los mosaicos es
complejo, depende de la proporcion de lineas celulares y su distribucion en 6rganos y sistemas de
érganos. En varias investigaciones no se encuentra asociacion entre el por ciento de la linea
monosémica y la severidad del fenotipo y refieren elevada frecuencia de microdeleciones de la
region AZF con herencia paterna vertical en pacientes con este cariotipo, asi como otras
aberraciones estructurales del cromosoma Y, e infieren que las microdeleciones incrementan el
riesgo de descendencia con aneuploidias de los cromosomas sexuales. (190) Riquenes y
colaboradores (214) encuentran una frecuencia de 2,8 % de microdeleciones en la region AZF del
cromosoma Y en pacientes cubanos con azoospermia no obstructiva y oligozoopermia severa. El
mosaico por la pérdida adquirida del cromosoma Y se asocia a infertilidad en hombres jovenes y

otros problemas de salud. (215)

4.3.5. Anélisis de los resultados de parejas infértiles
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La cantidad de parejas infértiles de etiologia no precisada en el presente estudio fue pequefia
porque la muestra proviene de casos remitidos al laboratorio de citogenética. Aparte de la
infertilidad, no tenian otra evidencia clinica ni de laboratorio de cromosomopatia, se realizo el
cariotipo para descartar reordenamientos balanceados u otras aberraciones de los cromosomas
sexuales como 47 XYY sin repercusion evidente en el fenotipo. Todos los cariotipos fueron
normales.

Se estima que aproximadamente el 15 % de las parejas tienen infertilidad inexplicada. (126) El
estudio de 118 parejas infértiles en el municipio de Pinar del Rio encuentra méas frecuentes las
causas femeninas relacionadas con infeccidn vaginal, y en los hombres la oligoastenozoospermia,
clasifican de etiologia inexplicada al 6,8 % y no hacen referencia al estudio citogenético. (195) El
grupo de parejas identificado por Romero Tovar y colaboradores (16) con infertilidad idiopatica es
mayor y se diagnostica un portador de translocacion por fusion centromérica entre los cromosomas
14y21.

La solicitud de asistencia médica para la reproduccion en los Ultimos afios ha ido en aumento por
el interés de lograr una descendencia saludable ante el incremento de factores de riesgo
relacionados con la exposicién materna y paterna a agentes ambientales, la EMA y los cambios
de la conducta sexual que merman la cantidad y calidad de ovocitos y espermatozoides.

Las investigaciones sobre infertilidad son disimiles, los autores asumen conceptos y criterios de
diferentes sociedades cientificas. Las diferencias se basan en la falta de un consenso conceptual
internacional, a lo que se suman factores étnicos de la poblacién, criterios de seleccion de la

muestra, tipo de estudio citogenético realizado y tipos de aberraciones cromosdmicas descritas.
4.3.6. Analisis de los heteromorfismos cromosdmicos en individuos infértiles
Los resultados de este trabajo en relacién a los heteromorfismos cromosémicos coincidieron con

los de Singhal y colaboradores (207) que refieren la frecuencia de 7 % en hombres infértiles indios,
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pero no coincidieron con los de Romero Tovar y colaboradores (16) que refieren la frecuencia de
5,3 % en poblacion infértil mexicana de ambos sexos. Con respecto al tipo de variante, los
resultados no coincidieron con los de estos investigadores, el primero encuentra la inv(9gh) como
la més frecuente en hombres, y el segundo, un predominio de 9gh+ en mujeres y de inv(9gh) en
hombres.

En la actual investigacion existi6 mayor frecuencia de la variante Ygh+ entre los hombres infértiles
y en las mujeres no se encontro predominio de una variante especifica. En pacientes peruanos se
describen las variantes 16gh+ y 9gh+ como mas frecuentes. (17) Las variantes del cromosoma Y
que provocan disrupcion o delecion en la region AZF guardan mayor relacion con la infertilidad

masculina. (216, 217)

4.4. Conclusiones del capitulo

- La identificacion de las variantes citogenéticas del sindrome Turner es clave para la comprension
de su origen y las bases genéticas, es el sindrome cromosémico mas frecuente en mujeres
infértiles, presenta expresividad variable y mayor nimero de variantes citogenéticas, asi como alta
letalidad en la vida prenatal, lo cual explica la ausencia de cariotipos 45,X en esta muestra.

- Las manifestaciones fenotipicas del sindrome Klinefelter no son suficientemente evidentes en la
mayoria de los pacientes para realizar el diagnéstico y la terapéutica tempranas, a pesar de ser la
principal causa cromosomica de infertilidad masculina. La mayor cantidad de cariotipos 47, XXY 'y
la poca frecuencia de mosaicos hacen pensar que el mismo no se asocia a una condicion letal y
los pacientes con mosaico son subdiagnosticados por presentar manifestaciones clinicas menos
evidentes.

- Los heteromorfismos cromosémicos son mas frecuentes entre hombres infértiles con cariotipo
normal que entre mujeres infértiles, las variantes del cromosoma Y requieren otros estudios que

concluyan su relacién directa con la infertilidad masculina.
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Leyenda
© soxuxirenazea2)

I n 46,Y(X;14)(q24;q22)

Fuente: Historia clinica

Figura 20: Arbol genealdgico de familia con t(X;14)(q24;922)

Fuente: Archivos del Laboratorio de citogenética de Villa Clara.
Figura 21: Habito externo de pacientes femeninas infertilidad. 21A: paciente con cariotipo

mos45,X[78]/46,X,r(X)[24]. 21B: Paciente con cariotipo 46,XX,del(X)(q21.2)

Q )Bi i 2{ b

C E

Fuente: Archivos del Laboratorio de citogenética de Villa Clara.

Figura 22: Fotografia de algunos heteromorfismos cromosémicos diagnosticados en individuos
infértiles. EI cromosoma sefialado con la flecha presenta variaciones heteromorficas. 22A: 1gh+.
22B: 9gh+y 22C y 20D: inv(9gh), 22E: 14pstk+.



CAPITULO 5



CAPITULO 5. ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN ESTUDIOS PRENATALES Y TEJIDOS

SOLIDOS FETALES COMO CAUSAS POTENCIALES DE FALLAS REPRODUCTIVAS

Las aneuploidias son la principal causa de pérdidas gestacionales, (218) aunque la mayoria de los
abortos ocurren en el primer trimestre, un grupo rebasa las primeras etapas del periodo
embrionario. Por esta razén es importante conocer la constitucion cromosémica de los fetos con
defectos congénitos que por desbalance gendémico causan fallas reproductivas y realizar estudios

cromosémicos familiares.

5.1. Objetivos del capitulo

- Determinar la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en diagnéstico prenatal citogenético que

son causa potencial de falla reproductiva y motivo de interrupcion electiva de la gestacion.

- Determinar la frecuencia de aberraciones cromosomicas en productos de interrupcién electiva de
la gestacion diagnosticados por ecografia con defectos congénitos que son causa potencial de

falla reproductiva.

- Caracterizar citogenética y clinicamente los productos de interrupcion electiva de la gestacion

con cariotipo no balanceado que son causa potencial de falla reproductiva.

- Determinar la frecuencia de la EMA en los productos de interrupcion electiva de la gestacion por
DPC o hallazgos sonogréficos de defectos congénitos con aberraciones cromosomicas que son

causa potencial de falla reproductiva

85



5.2. Resultados

Como resultado del diagnéstico prenatal citogenético (grupo VII) se identificaron 165
cromosomopatias con potencial de originar falla reproductiva de un total de 9 337 estudios
cromosomicos. Los 9 172 cariotipos restantes fueron normales o presentaron aberraciones
cromosdmicas balanceadas o desbalanceadas sin compromiso para la vida. Entre los 45 estudios
cromosomicos en tejidos solidos procedentes de fetos con defectos congénitos diagnosticados por
ecografia (grupo VIII) que fueron motivo de interrupcidn electiva de la gestacion se diagnosticaron
28 cromosomopatias. En la tabla 17 se observa la clasificacion de las aberraciones cromosomicas
diagnosticadas en ambos grupos y el por ciento de cada una, existe un predominio de las trisomias,
con mas del 80 % para los dos grupos. En muestras de vellosidades coridnicas y placentarias se
realizaron 21 diagndsticos de cromosomopatias, todas trisomias autosdmicas, los restantes

diagndsticos prenatales fueron en cultivo de amniocitos.

Tabla 17: Clasificacion y frecuencia de las aberraciones cromosomicas en diagnostico prenatal

citogenético y tejidos solidos fetales. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Clasificacion de las aberraciones cromosémicas Grupo VI | Grupo VIl Total
diagnosticadas en fetos N % N % N %
Monosomia 4 242 (0 000 | 4 2,07
| Aneuploidia Trisomia 139 84,25 | 23 82115 (162 83,93
Numérica Tetrasomia 1 0610 000 ] 1 0,52
Doble trisomia 1 0610 000 ] 1 0,52
Poliploidia |Triploidia 5 303 |1 357 |6 3,10
Delecion 0 0002 714 ] 2 1,04
No Duplicacion 2 12110 000 | 2 1,04
Estructurall balanceada Isocromosoma 2 12110 000 ] 2 1,04
Translocacion por fusion centroméricadenovo| 2 121 | 0 0,00 | 2 1,04
Derivativo de rearreglo parental 4 242 (1 357 | 5 2,59
Mosaico [ Numérico |Trisomia en mosaico 2 12111 357 | 3 1,55
Numérica y Estructural Monosor'n.|a y franslocacion por fusion 1 oet | o 000 | 1 0,52
centromérica balanceada
Marcador supemumerario de origen desconocido de novo 2 12110 000 ] 2 1,04
Total 165 100,00 28 100,001 193 100,00
Leyenda: Grupo VII: diagndstico prenatal citogenético Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara

Grupo VIII: cariofipos en tejidos sélidos fetales
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5.2.1. Caracterizacién de las cromosomopatias identificadas en diagndstico prenatal citogenético.
En la tabla 18 aparece la entidad citogenética con la formula cromosémica y la frecuencia de cada
una entre los casos positivos, asi como el por ciento de positividad con respecto al total de casos.
El sindrome Down fue la cromosomopatia mas frecuente y se identificaron cinco variantes
citogenéticas. El por ciento de positividad para las aberraciones cromosomicas con alto potencial
de provocar fallas reproductivas fue de 1,76 % durante los 25 afios de estudio, dentro de ellas, el

sindrome Down con sus variantes citogenéticas tuvo la mayor frecuencia.

Tabla 18: Férmula cromosomica y positividad de los estudios en diagndstico prenatal citogenético. Villa

Clara, febrero 1995 — enero 2020.

N Total % Positividad %

Entidad citogenética Férmula cromosdmica N=165 N = 9337
45X 3
Monosomia X (Sindrome Turner) 45,X,16gh+ 11 5 ]303] 0,05
44 X,der(15;22)(q10;q10)mat | 1
47,XX,+13 7
Trisomia 13 (Sindrome Patau) 47,XY,+13 4 112|727 | 0,13
47,XY,+13,15pstk+ 1
N . 47,XX,+18 18
Trisomia 18 (Sindrome Edwards) 47XV +18 7 25 1 15,15| 0,26
47,XX,+21 46
47, XY, +21 52

47,XX,+21,16gh+

47 XY,+21,1gh+

Trisomia 21 (Sindrome Down) 46,XX,dup(21q)
46,XX,i(219)(q10),22s+
46,XX,der(14;21)(q10;q10),-14
46,XY,der(14;21)(q10;q10),-14
mos 47,XX,+21[24]/46,XX[14]

105163,63| 1,12

1,76

1

1

1

1

1

1

1
Trisomia 22 47,XX,+22 2|2 1121| 0,02
Sindrome Edwards y Klinefelter 48, XXY,+18 111 1061] 0,01
Tetrasomia de cromosomas sexuales 48, XXXY 11 11]061] 0,01

L 69,XXX 4
Triploidia 60.XXY 1 513,03 0,05

Marcador supemumerario de origen desconocido [47,XX,+mar 1
2 11,21 0,02

de novo 47 XY, +mar 1
Trisomia parcial 16q 46,XX,dup(16)(q12q22) 111 1061] 0,01
Monosomia 18p y Trisomia 18q 46,XX,i(18q) 111 1{061] 0,01
Monosomia parcial 9p y Trisomia parcial 2q 46,XX,der(9)4(2;9)(q33.1;p24) [ 1 | 1 | 0,61 | 0,01
Monosomia parcial 5p y Trisomia parcial 18q 46,XY,der(5),1(5;18)(p15;912) | 2 | 2 | 1,21 | 0,02
Trisomia parcial 14q y Trisomia parcial Xq 47, XX, +der(14)t(X;14)(q28;q12) 1 | 1 | 0,61 | 0,01
Mosaico Trisomia 20 mos 47,XY,+20[13)/46,XY[17] | 1 | 1 | 0,61 ] 0,01

Fuente: Registro del laboratorio de citogenética de Villa Clara
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- Motivos de indicacion en el diagnostico prenatal citogenético.
La EMA constituyd el motivo de indicacion del 70,91 % de las cromosomopatias (tabla 19). Los
hallazgos del ultrasonido del segundo y primer trimestre ocuparon el segundo y tercer lugar

respectivamente, pero con frecuencias muy distantes de la primera posicion.

Tabla 19: Distribucidn de los casos del Grupo VIl segun el motivo de indicacion. Villa Clara, febrero

1995 — enero 2020.

Motivo de indicacion del diagndstico prenatal citogenético N %
Edad matera avanzada 17 | 70,91
Hallazgos en el ultrasonido del segundo trimestre 22 13,33
Hallazgos en el ultrasonido del primer trimestre 17 10,30
Progenitor portador de reordenamiento estructural balanceado 4 2,43
Exposicion a agentes aneugénicos 3 1,82
Otras causas 2 1,21
Total 165 | 100,00

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenétca de Villa Clara

-Distribucién segun edad materna al momento de la concepcion.

El 84,24 % de las aberraciones cromosémicas diagnosticadas fueron trisomias, de las que el 69,69
% fueron en mujeres de 35 afios en adelante y el 14,54 en menores de 35 afios. Otros tipos de
aberraciones cromosémicas como triploidia, monosomia, tetrasomia y aberraciones estructurales

se observaron en mujeres menores de 35 afios (tabla 20).

La frecuencia de las trisomias y sus variantes de trisomia libre, en mosaico y dobles trisomias
entre todas las aberraciones cromosomicas diagnosticadas con potencial de provocar falla
reproductiva fue de 86,06 % (142 de 165). La frecuencia de todas las variantes citogenéticas de
trisomias en madres con EMA fue de 95,93 % (118 de 123), y en las madres menores de 35 afios

fue de 57,14 % (24 de 42).
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Tabla 20: Distribucién de la edad materna al momento de la concepcion segun tipo de aberracion

cromosomica en el diagnostico prenatal citogenético. Villa Clara, febrero 1995 — enero 2020.

Tino de aberracion cromosomica Edad materna menor de 35 afios fdad materna mayor de 35 afio§  Total
P 15-19{20-29|25-29|30-34| N % [35-39/40-4414549| N % | N %

Monosomia 0 2 1 013 1,82] 1 0 011 061] 4 242
Trisomia 1 9 7 7 124 1454] 62 | 50 3 | 115 69,69|139 84,25
Doble trisomia 0 0 0 010 o000 O 1 0|1 0611 061
Trisomia en mosaico 0 0 0 00 000 O 2 0 2 12112 1.2
Tetrasomia sexual 0 0 1 0|1 061 0 0 0 0 0001 061
Triploidia 2 2 1 0]5 30| 0 0 0]0 000|5 303
Marcador supemumerario de origen 0 0 0 o lo ool 2 0 ol 2 12112 121
desconocido de novo ' ’ ’
Duplicacion 0 1 0 01 061 0 1 0 1 061] 2 1,21
Isocromosoma 0 0 0 111 061] 0 1 0|1 0612 1,21
Monosomia y rearreglo balanceado 0 0 1 o l1 o061l 0 0 olo o000l 1 o6
heredado ' ' '
Translocacion por fusion centromérica no 0 1 0 112 121] o 0 o lo 0002 12
balanceada de novo
Derivativo de reordenamiento 0 1 1 2 |4 24| 0 0 olo ool|4 24
balanceado parental
Total 3 16 | 12 | 11 |42 25/45| 65 | 55 3 |123 74,55]165 100,00
% 1,82 970 | 7,27 |1 6,67 2545 [39,40[33,33]| 1,82| 74,55 100,00

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

- Caracterizacion clinica de los casos positivos de diagndstico prenatal citogenético.

Se recogieron datos clinicos de 157 productos de interrupcion electiva de la gestacion (95,15 %
del total). El 96,17 % present6 dismorfias y el 52,86 % cardiopatias congénitas. El 100 % de las
trisomias 18 tenia cardiopatias, el 100 % de las trisomias 13 tuvo defectos del sistema nervioso
central y el 100% de las monosomias X, hidrops fetal. Los defectos del tubo neural predominaron
en las trisomias 18, el labio leporino en las trisomias 13 y la restriccion del crecimiento en las
triploidias (tabla 21). Las figuras 24 y 25 muestran el habito externo y algunos defectos congénitos

observados en fetos con isocromosoma 18q y trisomias 13, 18'y 21.
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Tabla 21

1995 —enero 2019.

: Frecuencia de defectos congénitos segun sistema de érganos en fetos con diagnostico prenatal citogenético positivo. Villa Clara, febrero

) Defecto Defectos del Defecto Defectos de | Restriccion
Fetos ) ) Labio S ; Otros defectos . -
) ) » Hidrops fetal | Dismorfias ) Cardiopatia | abierto del Defecto renal aparato abierto de | segmentacion del
Entidad citogenética N [documentados Leporino tubo neural del SNC digestivo [pared anterior| pulmonar crecimiento
% N % % [N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Monosomia X 5 5 100,00 5 100,00 5 100,00 0O 0,00[ 1 20,001 0 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Trisomia 13 12 | 12 100,000 0 0,00 | 12 100,000 5 41,66/ 8 66,66 2 16,66 12  100,00] 5 41.66| 3 23.07) 1 8,33 1 8,33 1 8,33
Trisomia 18 26 | 25 9,15 0 0,00 | 25 100,00 0 0,00 25 100,000 9 36,00 6 24,001 6 24,001 4 16,00[ 8 32,001 0 0,00f 17 68,00
Trisomia 21 105 | 99 9428 0 0,00 [ 93 9393 1 1,011 47 4747( 0 0,00 7 7,07 12 1212 9 9.09 0 0,00[ 0 0,000 5 5,05
Trisomia 22 2 | 2 100,000 0 0,00 [ 2 100,00 O 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00 1 50,000 2 100,00 0 0,00 1 50,00] 0 0,00
Triploidia 5 5 100,000 0 0,00 [ 5 100,001 0 0,00[ 1 20,001 0 0,00 3 60,001 2 40,00 4 80,00| 2 40,001 4 80,00| 4 80,00
Trisomia parcial 16q 1 1 100,000 0 0,00 | 1 100,00 O 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00 1 100,00 0 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00
Trisomia 20 en mosaico 1 1 100,000 0 0,00 [ 1 100,00 O 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00[ 0 0,000 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Tetrasomia de cromosomas
sexuales 1 1 100,000 0 0,00 [ 1 100,00 O 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Marcador supemumerario de 2 | 2 10000 0 000 2 10000 0 000 O 000 O 000 0 0000 0 000 0 0,00 0 0,00 0 000 0 000
origen desconocido de novo
Isocromosoma 18q 1 1 100,000 0 0,00 [ 1 100,00 O 0,00 1 100,00 0 0,00[ 1 100,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00 O 0,000 0 0,00
Trisomia parcial 14q y Xq 1 1 100,000 0 0,00 | 1 100,00 O 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00[ 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
g";g;ﬁ;";apam'a'5pyT”S°m'a 2| 2 10000 0 o000 2 100000 000 0 000l 0 000 0 o0l 0 o000 0 o000 0 o000 o 000 2 100,00
Monosomia parcial 9p y Tisomia | 41 o .09 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
parcial 2q
Total 165| 157 95,15 5 3.18[ 151  96,17| 6 3,82 83  52,86| 11 7,00[ 29 18,47| 27 17,19 22 14,01] 12 7,64 6 3,82) 29 18,47

Leyenda: nd - no disponible

Fuente: Registro de necropsias del departamento de Anatomia Patolégica y RECUPREMAC
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- Arbol genealdgico y analisis de segregacion cromosémica en familias con reordenamientos
cromosomicos heredados.

1- Cariotipo 47,XX,+der(14)t(X;14)(928;q12) caso que se detalla en el Capitulo 3, figura 14 y 15B.
2- Cariotipo 46,XX,der(9)(2;9)(q33.1;p24) hijo de paciente del Grupo Il (Capitulo 3) sin estudio
familiar, antecedentes de dos hijos fallecidos, una con encefalopatia y otro con cardiopatia
congénita fallecido inmediatamente después del nacimiento. El arbol genealdgico aparece en la
figura 26. Los individuos I-1 y 1I-3 se realizaron cariotipo. El cariotipo del proposito se debid a
segregacion 2:2 adyacente 1 con trisomia parcial 2q, resulté un aborto inmediato tras la
amniocentesis. En un tercer embarazo la madre no acepté DPC ni estudios postnatales al recién
nacido que no presento dismorfias ni defectos congénitos.

3- Cariotipo 46,XY,der(5),1(5;18)(p15;q12) familia con dos medios hermanos portadores de
translocacién reciproca heredada paterna por segregacién alternante. El individuo 1I-1 tuvo una
hija con trisomia 18q parcial, nacida antes del inicio de esta investigacion con retraso mental
severo. En todos los miembros de esta familia la transmision fue por via paterna con segregacion
alternante o adyacente 1 para el reordenamiento. Los cariotipos de los individuos II-1, 11-2, [1I-3 'y
1l-5 se originaron por segregacion alternante y la de los miembros de la familia II-1, l1l-2 y 1ll-4 por

segregacion adyacente 1. El arbol genealdgico aparece en la figura 27.
5.2.2. Caracterizacién de las cromosomopatias diagnosticadas en tejidos sdlidos fetales.

Se realizé cariotipo en tejidos fetales a 45 fetos con dismorfias y defectos congénitos sugerentes
de cromosomopatia, para una positividad de 62,22 % con 28 aberraciones cromosémicas. De
manera individual el mayor por ciento de positividad fue para la trisomia 18. Entre el total de
aberraciones cromosomicas, las mas diagnosticadas fueron las trisomias en el 82,14 %, (23 de
28) con predominio de la trisomia 18, seguida por la trisomia 21. En la tabla 22 aparecen los

cariotipos diagnosticados y su frecuencia.
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Tabla 22: Férmula cromosomica y frecuencia de las aberraciones cromosémicas diagnosticadas

en tejidos solidos fetales. Villa Clara, 1999 - 2020.

Clasificacion de las aberraciones cromosomicas Formula cromosémica N % O/Por CIT;EZS
A =
47,XX,+13 2| 7,14
47,XY,+13 2| 7,14 8,90
- L 47,XX,+18 5 | 17,86
Numérica Aneuploidia Trisomia 47 XY +18 5 | 17.86 22,22
47,XX,+21 6 | 21,43
47,XY ,+21 3 | 10,72 20,00 6222
Poliploidia Triploidia 69, XXX 1] 357 | 222 ’
Delecion 46,XX,del(5)(p13) 11 3,57 | 2,22
Estructural No 46,XY,del(8)(p11.1) 11 357 | 222
balanceada | Derivativo de rearreglo 46, XX der(18){13:18)q34:q21) | 1 | 3,57 | 2,22
parental
Mosaico | Numérico | Mosaico con doble frisomia | mos48,XXY,+18[10]/47,XY,+18[4] | 1 | 3,57 | 2,22
Total| 28 | 100,00

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenétca de Villa Clara

- Motivo de indicacién del estudio citogenético.

A todos los productos de interrupcién electiva de la gestacién con diagndstico de defectos
congénitos por ultrasonido que en la morgue del departamento de Anatomia Patoldgica
presentaban dismorfias y defectos congénitos mayores sugestivos de cromosomopatias, se les
tomd muestra de tejidos sélidos para cariotipo.

-Distribucion de la edad materna al momento de la concepcién.

La distribucion de los fetos con aberraciones cromosémicas resultd equitativa para mujeres con
edades inferiores a 35 afios y EMA con el 50 % para cada grupo. El 82,15 % de los fetos
presentaron trisomias y el 46,43 % fueron producto de la concepcion de mujeres mayores de 35

afios que no se realizaron DPC (tabla 23).

La frecuencia de las trisomias libres y su variante en mosaico entre todas las aberraciones
cromosomicas diagnosticadas con potencial de provocar falla reproductiva fue de 85,71 % (24 de
28). Cuando analizamos esta frecuencia en madres con EMA, la frecuencia fue de 92,85 % (13 de

14), mientras que en menores de 35 afios fue de 78,57 % (11 de 14).
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Tabla 23: Distribucién de la edad materna al momento de la concepcion segun tipo de aberracion

cromosomica de fetos diagnosticados en tejidos solidos. Villa Clara, 1999 — 2019.

Tipo de aberracién Edad materna menor de 35 afios Edad materna avanzada Total
cromosomica 15-19120-29(25-29|30-34] N % [3539|4044| N % N %
Trisomia 0 2 5 3 |10 3572 8 5 | 13 46,43| 23 | 82,15
Trisomia en mosaico 1 0 0 0 1 3571 0 0 0 0 1] 357
Triploidia 1 0 0 0 1 3571 0 0 0 0 1] 357
Delecion 0 0 1 1 2 714 0 0 0 0 2 | 714
Derivativo de reordenamiento 0 0 0 0 0 000 1 0 1 357] 1 | 357
balanceado parental
Total 2 2 6 4 114 50,00 | 9 5 | 14 50,00( 28 |100,00
% 714 | 714 121,4311429] 50,00 |32,14({17,86| 50,00 100,00

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

- Caracterizacion clinica del Grupo VIII.

Todos los fetos tenian defectos congénitos multiples con asociacion de defectos menores y uno o

més mayores. EI 100 % presento6 dismorfias y el 88,89 % cardiopatias (tabla 24). En las trisomias

18 y 13 se observd mayor nimero de defectos asociados, en la trisomia 21 predominaron las

dismorfias y cardiopatias.

Tabla 24: Frecuencia de defectos congénitos en fetos con aberraciones cromosomicas

diagnosticadas en tejidos solidos. Villa Clara, 1999 — 2019.

Mosaico

Trisomia 13 | Trisomia 18 | Trisomia 21 | Triploidia Tisomia 18 Monosomia [Monosomia]  Total
Tipo de defecto congénito | (N=4) (N=10) (N=9) (N=1) (N=1) 5 (N=1) | 18p (N=1) [ (N=27)
N % N % N % [N % [N % N % [N % |N %
Defecto del sistema nervioso| 3 75,00 | 5 50,00 0 000 (O 0000 000|0 0001 10000f9 3333
Cardiopatia 4 100,00f 8 80,00 9 100,001 O 0,00 1 100,00f 1 100,00( 1 100,00|24 88,89
Defecto renal 0 0002 20000 000]0 0000 000(1 1000000 000 3 11,11
Labio leporino 3 750012 2000(0 0000 0000 000}0 000(f0 000]5 1851
Defecto de pared anterior | 0 0,00 | 0 000 |0 000 (1 100000 0 0000 000 |0 00011 37
Dismorfias 4 100,00| 10 100,00{ 9 100,00f 1 100,00 1 100,00 1 100,00| 1 100,00| 27 100,00

Fuente: Registro del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

- Arbol genealdgico y analisis de segregacion cromosémica de las familias con reordenamientos

cromosémicos heredados.

1- Cariotipo 46,XX,der(18),t(13;18)(q34;921) Caso que se detalla en el Capitulo 3, figuras 10 y 18.
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5.4. Discusion

5.4.1. Andlisis de las caracteristicas generales de las aberraciones cromosomicas.

Segun la clasificacion de las aberraciones cromosdmicas, se encontrd que las aneuploidias, vy
dentro de ellas las trisomias, fueron las mas diagnosticadas en los fetos de ambos grupos, con un
83,93 %. Estos datos coinciden con los reportes cientificos, (219-223) Davis y colaboradores (224)
recopilan informacién de diez grandes investigaciones con 1 500 999 embarazadas entre las que
se diagnostican 3 689 aneuploidias, el 58 % son trisomias 21, y el 76 % trisomias 21, 18 y 13. Las
diferencias radican en que ellos incluyen las trisomias de los cromosomas sexuales que en la
presente investigacion se descartan por no estar asociadas a pérdidas gestacionales.

Similar a otros estudios, esta investigacion encontr6 al sindrome Down la cromosomopatia mas
frecuentemente diagnosticada en fetos, seguida por el sindrome Edwards y el sindrome Patau. El
sindrome Down por trisomia libre es la variante citogenética mas frecuente. El mosaico aparece
con baja frecuencia y todas las variantes estructurales son de novo. (224-229)

El origen de los reordenamientos estructurales no balanceados mas frecuente fue de novo, y entre
los heredados predominé el origen paterno. En el estudio de Quifiones Maza y colaboradores (230)
se analizan las aberraciones cromosdmicas estructurales encontradas en diagndstico prenatal en
La Habana y hallan mayor frecuencia para el origen heredado, seguido por el desconocido y en
menor frecuencia el origen de novo, asi como el predominio del origen heredado materno. Las
diferencias pueden explicarse porque en el estudio de Quifiones Maza se incluyen aberraciones
estructurales balanceadas y no balanceadas, el tamafio de la muestra es mayor, para la inclusion
al estudio no tienen en consideracion la procedencia del paciente y tienen un 20,8 % de casos con
origen desconocido, mientras que en este estudio solo se incluyeron las cromosomopatias no
balanceadas por ser las que motivan fallas reproductivas, la muestra procedié de la provincia de

Villa Clara y en todos los casos se identifico el origen mediante estudio familiar.
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Es obvio el efecto de la edad materna sobre las trisomias de la mayoria de los cromosomas
pequefos, sean acrocentricos o no, por eso constituye el principal motivo de indicacién de DPC.
En este estudio la EMA motivd el 70,91 % del DPC, lo que coincidié con Quintana Aguilar y
colaboradores (231) que informan el 70,36 % en Ciudad de La Habana entre los afios 1996 y 1999,
a diferencia de Santelices Cuervo y colaboradores (232) que refieren el 90 % entre los afios 2005
y 2006, aunque se considera que la diferencia se debe al corto periodo de tiempo evaluado. Otro
analisis realizado en La Habana entre 2007 y 2016 lo notifica en el 82 %. (233)

En los estudios internacionales la EMA es el principal motivo de indicacién, aunque con frecuencias
inferiores debido a la inclusion de marcadores séricos bioquimicos para pesquisa de
cromosomopatias, ejemplos son el estudio realizado en Taiwan de Tseng y colaboradores (222),
donde refieren el 57,29 %, y de Younesy y colaboradores (220) en Iran con el 44,9 %. Es logico
esperar que la frecuencia de la EMA aislada como motivo de indicacion de DPC disminuya
gradualmente con la inclusion de pesquisas masivas por marcadores bioquimicos y de ultrasonido.
En el grupo de cariotipos en tejidos fetales se encontré mayor cantidad de madres menores de 35
afos que en el de DPC por no estar incluidas en el subprograma de pesquisa prenatal de
cromosomopatias, entre ellas se diagnosticaron otros tipos de aberraciones y menor cantidad de
trisomias. En las mayores de 35 afios predominaron las trisomias e incluye gestantes que no
aceptaron el DPC, tenian contraindicaciones o fueron captaciones tardias de la gestacion y con
las edades no incluidas en el programa de pesquisa de cromosomopatias. Las cromosomopatias
segun edad materna se distribuyeron con un 50 % para menores de 35 afios y 50 % para igual y
mayores de 35 afios. Las diferencias observadas en cuanto al tipo de aberracién cromosdmica y
la edad materna son de interés cientifico y no estan esclarecidas. Los errores en meiosis | se
relacionan con intercambios teloméricos y son mas frecuentes en mujeres jévenes. En las mayores

de 35 afios, los errores en meiosis Il por intercambio pericentromérico son mas frecuentes. La
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ocurrencia de homologos aquiasmaticos se relaciona con el 50 % de los errores en meiosis |
materna, tanto en mujeres jovenes como de edades avanzadas. (225)

Los defectos congénitos de varios sistemas de drganos se asocian a las cromosomopatias, y son
responsables de la muerte del producto. Todos los fetos de este estudio a los que se les realizd
necropsia presentaban dismorfias, y en cinco no se encontraron defectos congénitos mayores. El
52,86 % de los fetos diagnosticados prenatalmente, y el 88,89 % diagnosticados mediante tejidos
fetales solidos tuvo cardiopatias congénitas, la diferencia se explica porque los segundos se
seleccionan tras el analisis fenotipico de un genetista clinico. La frecuencia de las cardiopatias
varia segun el tipo de aberracion, aparecieron en el 47,47 % de las trisomias 21, el 100 % de las
trisomias 18 y el 66,66 % de las trisomias 13 en DPC; y en el 100 % de las trisomias 21y 13, y el
80 % de las trisomias 18 en tejidos sélidos postmortem.

Los defectos del SNC les siguen en orden de frecuencia. La asociacion de defectos congénitos se
correspondié con lo planteado por otros autores para las aberraciones autosomicas; las
cardiopatias estan presentes en el 50 % del sindrome Down, los defectos del SNC vy el labio
leporino predominan en la trisomia 13, el 90 % de las trisomias 18 tienen cardiopatias y presentan
mayor variedad de defectos congénitos, mientras que en la monosomia X es tipico el higroma

quistico del cuello y la hidropesia fetal. (67, 70, 225, 234-242)

5.4.2. Andlisis de los reordenamientos estructurales diagnosticados.

Las manifestaciones clinicas de las cromosomopatias estructurales dependen del cromosoma y
segmento involucrado en el reordenamiento, la descendencia desbalanceada no tiene un patron
fenotipico clasico, expresa la combinacidn de trisomias y monosomias parciales.

En la familia con la t(2;9)(q33.1;p24) no se pudo examinar a los descendientes desbalanceados.
El cromosoma 2 es el submetacéntrico mayor en el humano, los evolucionistas alegan que
proviene de la fusion telomérica de los cromosomas 2A y 2B de antiguos hominidos, aunque

estudios gendmicos actuales refutan esta teoria. (243) Hay evidencias de genes relacionados con
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labio y paladar hendido en la region 2q32-35, en 2q33 esta el locus de los genes CTLA4 y CD28,
reguladores homeostaticos de la activacion de las células T y la produccidn de IgE, afines con la
atopia y el asma. El cluster de genes de canales de sodio (SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN7A 'y
SCN9YA), ubicado en 2g24.3, se vincula con sindromes epilépticos. EI cromosoma 9 es
ampliamente estudiado no solo por sus genes, sino también por las variantes heteromérficas, en
la region 9p24.3-p23 se encuentra el gen de un tipo de epilepsia sensorial. (244-247)

La familia con 1(5;18)(p15;q12) presento transmision a través de los hombres y estar constituida
por portadores balanceados y descendientes no balanceados. Méndez Rosado y colaboradores
(248) publican una familia de tres generaciones con 1(5;18)(q22;q11.2) que se transmite a través
de dos mujeres portadoras balanceadas sin historia de fallas reproductivas y constituye un hallazgo
fortuito de DPC por EMA en un feto femenino.

Existe mayor frecuencia de translocaciones reciprocas entre el cromosoma 18 y los acrocéntricos
por la cercania espacial que ocupan, (249) por lo que resulta interesante la coincidencia de
cromosomas en ambas familias con puntos de ruptura en 18q muy cercanos, pero ubicados en
diferentes brazos del cromosoma 5. En las translocaciones cromosomicas, la estructura
tridimensional del genoma influye en la expresion génica a través del control espacial de
interacciones de genes promotores con potenciadores extragénicos y otros elementos
reguladores. (250)

El diagndstico prenatal de isocromosoma 18q resulté interesante y novedoso, pues se trata del
primer caso del laboratorio y no existen referencias de otro caso en el pais. Son raros e
infrecuentes y se identifican por la similitud del patrén de bandas de ambos brazos con la tipica
imagen en espejo. Los isocromosomas monocéntricos son mas frecuentes que los dicéntricos, el
origen suele ser materno y se ha demostrado relacion con EMA. (251)

Otro diagnéstico inusual fue el cariotipo 44,X,der(15;22)(q10;q10)mat. Cruz Marifio (252) y

colaboradores describen el mismo cariotipo, pero en un caso postnatal. El de esta investigacion
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constituye el primer diagnostico prenatal de portador balanceado de translocacién por fusion
centromérica 15;22 y monosomia X con hidrops fetal. Este hallazgo coincide con los reportes de
que el efecto intercromosomico es una fuente adicional de riesgo genético, generando
aneuploidias de otros cromosomas. (73)

Los puntos de ruptura cromosdmica identificados mediante cariotipo estan sujetos al margen de
error de la resolucion obtenida durante la cosecha cromosémica, por lo que son puntos
aproximados, la precision en el diagnéstico se basa en el incremento de la resolucion. En la

actualidad se confirman mediante estudios de citogenética molecular.

5.5. Conclusiones del capitulo

- Las aneuploidias, especificamente las trisomias autosémicas, son las aberraciones
cromosomicas con potencial de originar falla reproductiva que presentan la frecuencia mas elevada
en los estudios prenatales, destacandose la trisomia 21. En los cariotipos realizados en tejidos

solidos fetales, la trisomia 18 presenta la frecuencia mas alta.

- La positividad de las aberraciones cromosémicas es notablemente mayor en fetos estudiados en
tejidos solidos tras la interrupcion electiva de la gestacion por presencia de defectos congénitos

mayores diagnosticados por ecografia que en fetos con diagnostico prenatal citogenético.

- La relacién cariotipo-fenotipo muestra la influencia del desbalance cromosdmico sobre la
organogénesis, evidenciando mayor frecuencia de cardiopatias y defectos congénitos del sistema

nervioso.

- Las trisomias tienen relacién causal directa con la EMA, que resulta el motivo de indicacion del
70,91 % de los estudios prenatales y el 50 % de los cariotipos en tejidos sdlidos fetales. Si ademas
de la EMA se asocian hallazgos en el ultrasonido del primer o segundo trimestre de la gestacion,

el riesgo de base se incrementa y exige la realizacién de diagnéstico prenatal citogenético.
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Fuente: Archivos del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

Figura 24: Feto con isocromosoma 18q. 21A y B: Microcefalia, didmetro bifrontal estrecho, nariz
pequefia con ausencia de orificios nasales, orejas displasicas de baja implantacion y en rotacion
posterior, microrretrognatia y cuello corto y ancho. 24C: Onfalocele. 24D: Pie varo bilateral. 24E:

Pareja de cromosomas 18, sefialado con una flecha el isocromosoma 18q.

Fuente: Archivos del Laboratorio de citogenética de Villa Clara

Figura 25: Habito externo y defectos congénitos encontrados en fetos con trisomias. 25A: Trisomia
13 con probdscide, onfalocele, polidactilia. 25B: Trisomia 18 con mielomeningocele lumbosacro,
dolicocefalia, pufio cerrado con superposicién de los dedos, pie varo. 25C: Pieza de Anatomia
Patolégica mostrando rifiones en herradura en feto con trisomia 18. 25D y E: Trisomia 21 con cara
redonda, hendiduras palpebrales desviadas hacia arriba y afuera y occipucio plano con exceso de
piel en la nuca .25F: Surco palmar transverso en feto con Trisomia 21. 25G: aumento de la

separacién entre primer y segundo dedos de los pies con surco plantar en Trisomia 21.



1 ‘ Leyenda
© 46,xx,4(2;9)(33.1;p24)
A 46 XX, der(9)t(2;9)(q33.1;p24)

1 3 4 ‘ encefalopatia

2 . cardiopatia congénita

Il no estudiado
A /' 17 sem D

Fuente: Historia clinica

Figura 26: Arbol genealdgico de familia con t(2;9)(q33.1;p24)

Leyenda
[ 4. xv(5:18)(p15;012)
O 46, XY,4(5;18)(p15;q12)
@ 46,XX,der(5),t(5;18)(p15;q12)

A\ 46 XY,der(5),t(5;18)(p15;q12)

Fuente: Historia clinica

Figura 27: Arbol genealdgico de familia con t(5;18)(p15;912)
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CONCLUSIONES

1. Las translocaciones reciprocas y por fusién centromérica son las aberraciones
cromosdmicas estructurales balanceadas que causan fallas reproductivas recurrentes en
la provincia Villa Clara. Por esta razdn, el estudio familiar cobra importancia para la
estimacion del riesgo y la evaluacion de la segregacion meidtica

2. Las variantes de sindrome Turner y el sindrome Klinefelter se confirman como las
entidades citogenéticas de incidencia mas elevada entre mujeres y hombres infértiles. La
edad de los pacientes diagnosticados en este estudio es una muestra de la gran
variabilidad de la expresion de las alteraciones de los cromosomas sexuales, que influye
en el diagndstico tardio y retarda las posibilidades terapéuticas.

3. La confirmacién prenatal de defectos congénitos mayores, fundamentalmente
cardiopatias, y de defectos de los sistemas nervioso central, renal, digestivo y de pared
anterior, hidrops fetal, labio leporino y restriccion del crecimiento asociados a dismorfias,
son fuertes sefiales de aneuploidias autosémicas e indican la repercusion del desbalance
cromosomico sobre el desarrollo embriofetal.

4. La presencia de heteromorfismos cromosémicos, con frecuencia mas elevada entre los
individuos con pérdidas gestacionales recurrentes y hombres infértiles, deja abierta la

interrogante de su papel en la fertilidad y la reproduccién humana.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

1.

Evaluar de manera diferenciada a los hombres infértiles con cariotipos 46,XY y
heteromorfismos del cromosoma Y, mediante estudios moleculares en busca de otras
alteraciones estructurales como microdeleciones y estudios citogenéticos parentales.
Realizar estudios cromosémicos a poblaciones de recién nacidos para el diagndstico
temprano de las aberraciones de cromosomas sexuales.

Sugerir la realizacién del diagnéstico prenatal citogenético a gestantes cuyos fetos
presenten cardiopatias congeénitas.

Aplicar el algoritmo de atencion a la pareja infértil propuesta en esta investigacion y evaluar

sus resultados.
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ANEXOS



Anexo 1: Datos de interés que se recogieron en la historia clinica

Edad: fecha de nacimiento: sexo:
Municipio de residencia:

Motivo de consulta:

Historia del motivo de consulta:

» Antecedentes personales

- Prenatales
Exposicidn prenatal a aneugenos: Cuél:  Dosis: Periodo:
Exposicidn prenatal a teratégenos Cual:  Dosis: Periodo:

Estudios prenatales:

Enfermedades maternas

- Perinatales

Peso al nacer Talla al nacer APGAR______
Edema en el dorso de manos y pies:

Defectos congénitos menores detectados al nacimiento:
Defectos congénitos mayores detectados al nacimiento:
- Postnatales

Desarrollo psicomotor

Desarrollo pondoestatural

Lenguaje

Aprendizaje escolar

Pubertad Menarquia

Historia obstétrica (especificar pareja de cada evento):

Cantidad de gestaciones____ Partos__ Abortos provocados___
Abortos espontaneos__ Abortos diferidos____ Muertes fetales_
Hijos nacidos vivos____ Hijos nacidos muertos_____ Muerte neonatal___
Hijo con defectos congénitos ___ Vivo___  Fallecido____  Edad al morir___

Tipo de defecto congénito:

Interrupcién electiva de la gestacion Fecha Causa

Diagndstico por US Diagndstico por citogenética

Diagnéstico de Anatomia patologica:



Historia de infertilidad:

Amenorrea primaria Amenorrea secundaria___  Oligomenorrea
Azoospermia Oligoastenozoospermia Sin espermograma
Atrofia testicular Biopsia testicular

Resultado de complementarios:

> Antecedentes familiares (indagar acerca de familiares con historia de abortos espontaneos,
muertes fetales, hijos con defectos congénitos o retraso mental, infertilidad)

> Arbol genealdgico: Al menos de tres generaciones.

» Examen fisico por regiones:

1) Cabeza: forma del craneo. Cara: perfil facial, tamafio, forma y desviacién de las hendiduras
palpebrales, distancia entre canos internos de los 0jos, puente nasal, narinas en ante version,
forma de la boca, filtro, distancia nasolabial, orejas en rotacion posterior, menton. Presencia de

efélides en la cara.
2) Cuello: corto, ancho, presencia de pterigium, implantacion del cabello en la nuca. Efélides.

3) Tronco: Forma del térax, ancho, en escudo, deformidades esternales, mamilas, desarrollo
mamario. Palpacién del abdomen, presencia de hernia umbilical o inguinal. Perineo: criptorquidia,

hipospadias, ambigiiedad genital, hipoplasia del clitoris, de labios menores, ano anterior.

4) Extremidades superiores: cubitus valgo, superposicion de los dedos de las manos, clinodactilia,

pufio cerrado, surco palmar transverso, braquidactilia
6) Extremidades inferiores: genus recurvatum, pie varo, calcaneo prominente

» Complementarios indicados: Cariotipo sangre periférica

» Resultado del cariotipo



Clasificacion (grupos de estudio)

- Pérdidas gestacionales:

- Infertilidad:

\% % Vi

- Interrupcion electiva de la gestacion:

VI VIl



Anexo 2: Consentimiento informado para cariotipos en Sangre periférica:

Yo: doy fe que he

recibido informacion del Dr.(a) sobre las causas cromosomicas

que originan fallas reproductivas, y expreso mi conformidad en formar parte de esta investigacion,
y que de ser necesario se me realice el cariotipo y la encuesta. He sido notificado acerca de los
objetivos de la investigacion. La informacién que reciban sobre mi historial reproductivo no sera
divulgada y se usara solo con fines cientificos, asi como se mantendra la privacidad sobre ellos.
Autorizo a que se publique en el medio cientifico el resultado del cariotipo y la descripcion de las
caracteristicas clinicas asociadas, respetando aspectos de la identidad. Tengo derecho a ser
atendido por los especialistas competentes y de retirarme del estudio y la investigacion cuando lo
estime pertinente.

Firma del Paciente

Nombre y firma del Testigo

Nombre y firma del Investigador

Fecha




Anexo 3: Consentimiento informado para estudios citogenéticos prenatales

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIOS PRENATALES

Yo autorizo a los Dres.:
y colaboradores del Servicio de Genética a
realizar los estudios de diagnostico prenatal que se me ofrecen con el objetivo de establecer
determinadas caracteristicas genéticas de mi futuro hijo, con lo cual mi familia estard mas tranquila
respecto a ciertos riesgos que posee, y también podra tomar otras decisiones reproductivas, si es
necesario. Se me ha explicado y entiendo que:

. El proceder obstétrico requerido para la obtencion de muestras de tejidos fetales, implica
un riesgo bajo de aborto y/o infeccidn para el feto y el embarazo, siendo siempre este riesgo menor
que el de la afeccion genética que se busca (riesgo de 1 % en Amniocentesis y 2 % en Biopsia
Coribnica).

. Es posible que sea necesario repetir la toma de muestra.

. Si se obtienen resultados normales para el analisis que se indica, esto no elimina la
posibilidad de otros defectos congénitos o causas de retraso mental, que no se detectan con esta
prueba.

. En caso que exista un embarazo mdltiple los resultados seran de un solo feto o sera
necesario tomar 2 muestras.

. En la indicacion de andlisis cromosomicos es posible que el crecimiento de las células
fetales no tenga éxito y no se obtengan resultados, que éstos no sean concluyentes o no garanticen
un 100 % de seguridad, ya que en raras ocasiones se encuentran células maternas en las
muestras.

. El resultado me sera entregado en la consulta de citogenética.

SE RECOMIENDA REPOSO ABSOLUTO, FiSICO Y SEXUAL DURANTE 72 HORAS
POSTERIOR AL PROCEDER, ANTE CUALQUIER SITUACION ANORMAL EN ESAS 72 HORAS
DEBE AVISAR O ASISTIR A NUESTRO SERVICIO PARA RECIBIR ORIENTACION, O
PRESENTARSE URGENTE AL CUERPO DE GUARDIA DE SU HOSPITAL MATERNO.

Reconociendo estos riesgos, ventajas y limitaciones, expreso mi
ACUERDO_____ DESACUERDO_____,

Con la realizacion de la prueba.

Nombre de la embarazada Firma Fecha

Nombre del Genetista Firma Fecha



Anexo 4: Consentimiento informado para cariotipos en tejidos fetales

Consentimiento informado para cariotipos en tejidos fetales:

Yo: ,

quien suscribe este documento en calidad de gestante y paciente, en pleno dominio de mis
facultades mentales y de manera voluntaria, doy mi consentimiento con vistas a realizar el estudio
citogenético en los tejidos fetales obtenidos por el departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital Ginecobstétrico Mariana Grajales después de habérseme realizado la interrupcion de la
gestacion por causa genética, conociendo que los resultados aportaran datos para tomar
conductas terapéuticas preventivas si fuera esta una condicion familiar y podran ser utilizados con

fines investigativos.

He sido informada de que no recibiré beneficio material alguno por participar, y que puedo retirarme

del estudio cuando yo lo desee sin que esto implique perjuicios para mi persona.

Confio en que los investigadores que participan en el estudio mantendran la confidencialidad de

toda la informacién entregada y no sera utilizada con fines de lucro personal.

Pudiera ocurrir que no se obtengan resultados citogenéticos por la alta frecuencia de
contaminacion de las muestras de tejidos fetales, asi como por diferentes grados de maceracién.
Consiento en que los resultados de este estudio puedan ser publicados en revistas cientificas y en

que las muestras se conserven para futuras investigaciones.

Firma del Paciente

Nombre y firma del Testigo

Nombre y firma del Investigador

Fecha




Anexo 5: Procedimientos normativos operacionales de la técnica de obtencién de cromosomas
para diagndstico postnatal en linfocitos

Titulo. Técnica de obtencién de cromosomas para diagnéstico postnatal en linfocitos.
A) Objetivo: Obtener cromosomas a partir de sangre periférica.

B) Definiciones: Fitohemaglutinina: Reactivo de andlisis para estudios de cromosomas que actua
como estimulante de la mitosis de los linfocitos T.

C) Responsabilidades: Esta técnica se desarrollaré en el laboratorio de citogenética del Centro
provincial de genética médica de Villa Clara. El responsable de su cumplimiento es todo el personal
calificado que labore en el area.

D) Alcance: Area de cultivo y proceso del laboratorio de citogenética.
E) Condiciones de seguridad.

1. Las normas internacionales de riesgo bioldgico deben aplicarse en las areas con muestras
biol6gicas.

2. No manipular alimentos en el area de trabajo.
3. Usar guantes durante la manipulacién del material bioldgico.
4. Lavarse las manos luego de manipular las muestras.

5. Las agujas que se desechen deben ser despuntadas y las jeringuillas lavadas y eliminadas en
depositos especiales.

6. Uso de ropa sanitaria dentro del area de riesgo.

8. No pipetear con la boca reactivos ni colorantes.

9. En caso de pincharse con una aguja lavar la zona con abundante agua y desinfectar con alcohol.
F) Equipamientos y locales:

1. Locales de fregado de citogenética: destilador de agua, horno de esterilizacion, autoclave.

2. Cuarto de siembra: flujo laminar, incubadora.

3. Cuarto de proceso: centrifuga, rotor, pH metro, balanza analitica, bafio de Maria, refrigerador.
4.Cuarto de diagnostico: microscopio dptico, des humificador.

G) Materiales y reactivos

1 Materiales: ropa sanitaria, guantes quirurgicos, jeringuillas de 5y 10 ml, frascos de cultivo, papel
de aluminio, pipetas Pasteur, tubos graduados con tapa de 15 ml para centrifuga, probetas de 10
ml, vaso precipitado de 100 ml y 500 ml, gradillas, ldminas portaobjeto, gradillas, cajas porta
laminas.

Reactivos: Medio de cultivo RPMI 1640, fitohemaglutinina (PHA), colcemid, acido acético glacial,
metanol, EDTA, tripsina, cloruro de potasio, agua destilada, suero fetal bovino, L-glutamina.

H) Operaciones preliminares: Preparacion de la cristaleria, mediante el fregado y esterilizacion de
la misma. Desinfeccion de incubadoras y flujo laminar con agua y detergente y posteriormente con
alcohol al 70%.



) Procedimientos.

1) Recepcion: Las muestras se extraen en jeringuillas heparinizadas y se envian al cuarto de cultivo
en el menor tiempo posible. A cada muestra se le asigna un nimero y se le da entrada en los
libros de registro. Se cultivan 2 frascos por paciente, la sangre restante se guarda a 4°C por si
fuera necesario resembrar. Esta comprobado que la vitalidad celular en la sangre se mantiene por
7 dias si las muestras son debidamente almacenadas 4°C.

2) Cultivo de linfocitos 48 y 72 horas.

- Se prepara una mezcla con 50 ml de medio RPMI 1640, 1 ml de fitohemaglutinina (PHA) y 0.5 ml
de L-glutamina.

- Siembra o cultivo: 6 ml de la mezcla, 1ml de suero fetal, 1 ml de sangre del paciente.

Se incuba a 37°C.

- En caso del cultivo de 48 horas se afiade Colcemid a las 47 horas y del cultivo de 72 horas a las
69 horas.

3) Preparacion de soluciones.

- Solucion hipotonica: Se prepara la solucion madre de KCL disolviendo 0.56g de KCL en 100 ml
de agua destilada. Para la solucién de trabajo se diluye la solucion madre con agua destilada a
partes iguales.

- Solucién de fijacién (Solucion de Carnoy): metanol - &cido acético en proporcion 3:1.
- Etapas del proceso:

1. Afiadir 70 pl de Colcemid durante 7 minutos a 37°C

2. Centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm.

3. Hipotonia: afiadir 8 ml de solucién hipotonica, la primera pipeta de 2,5 ml se adiciona gota a
gota y las demas de forma répida.

4. Incubar a 37°C durante 20 minutos.

5. Prefijacion: Se afiaden 8 gotas de fijador, resuspender y dejar en reposo por 10 minutos.

6. Centrifugar durante 10 minutos a 1200 rpm.

7. Eliminar sobrenadante.

8. Fijacion: afiadir 2,5 ml de solucion fijadora gota a gota e inmediatamente 2,5 ml de forma rapida.
9. Dejar en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se puede guardar por 24 o 48
horas en refrigerador.

10. Centrifugar 10 minutos a 1200 rpm.

11. Realizar lavados consecutivos hasta obtener un sobrenadante transparente y un pellet blanco.
12. Para extender se resuspende la muestra en 0,5 ml de fijador.

13. Extension: El agua donde se colocan las laminas portaobjeto limpias debe tener una
temperatura aproximada de 37°C, se dejan caer 4 a 5 gotas desde una altura de 10 cm, se rotula
la ldmina para su identificacion y se deja secar.



Anexo 6: Procedimientos normativos operacionales de la técnica de obtencién de cromosomas
para diagndstico prenatal en vellosidades coridnicas y placentarias.

Titulo. Técnica de obtencion de cromosomas para diagndstico prenatal en vellosidades coriénicas
y placentarias.

A) Objetivo: Obtener cromosomas fetales a partir de células de vellosidades coridnicas y
placentarias.

B) Definiciones: Cultivo directo: técnica de cultivo en la que se adiciona colcemid inmediatamente
que la muestra es recibida en el laboratorio.

C) Responsabilidades: Esta técnica se desarrolla en el laboratorio de citogenética del Centro
provincial de genética médica de Villa Clara. Como responsables de su cumplimiento esta todo el
personal calificado que labora en el area.

D) Alcance: areas de cultivo y proceso del laboratorio de citogenética
E) Condiciones de seguridad.

1. Las normas internacionales de riesgo bioldgico deben aplicarse en las areas de muestras
biologicas.

2. No manipular alimentos en el area de trabajo.
3. Usar guantes durante la manipulacién del material bioldgico.
4. Lavarse las manos luego de manipular las muestras.

5. Las agujas que se desechen deben ser despuntadas y las jeringuillas lavadas y eliminadas en
depositos especiales.

6. Uso de ropa sanitaria dentro del area de riesgo.
8. No pipetear con la boca reactivos ni colorantes.

9. En caso de pincharse con una aguja de una muestra debera lavarse las manos con abundante
agua y desinfectarse con alcohol.

F) Equipamiento y Locales:
1. Locales de fregado de citogenética: destilador de agua, horno de esterilizacion, auto clave.
2. Cuarto de siembra: flujo laminar, incubadora, microscopio invertido

3. Cuarto de proceso: plancha con temperatura, pH metro, balanza analitica, refrigerador
domestico.

4 .Cuarto de diagnéstico: microscopio dptico, des humificador.
G) Materiales y reactivos

1. Materiales: ropa sanitaria, guantes quirurgicos, placas petri de 3,5 cm de diametro, jeringuillas
(5¢cc, 10cc, 20cc), frascos de cultivo, papel de aluminio, pipetas Pasteur, instrumento para
extension de vellosidades, probetas de 10 ml, vaso precipitado de 50 y 100 ml, gradillas, laminas
portaobjeto, cajas porta laminas.

Reactivos: medio de cultivo RPMI 1640, suero fetal de ternera, acido acético, etanol, colcemid,
citrato de sodio, agua destilada, botellén de CO2 (gas).



H) Operaciones preliminares: desinfeccidn de incubadoras y flujo laminar con agua y detergente y
posteriormente con alcohol al 70%. Preparacion de la cristaleria: fregado y esterilizacion.

) Procedimientos:

1) Recepcion: Las muestras se reciben en el laboratorio en frascos estériles con medio de
transporte desde el lugar de extraccion en el menor tiempo posible. A cada muestra se le asigna
un numero y se inscribe en el libro de registro de diagndstico prenatal. De acuerdo a la cantidad
de mg de cada muestra se determina cuantos frascos sembrar (habitualmente 2 placas Petri de
3,5 cm de diametro).

2) Cultivo directo de vellosidades coridnicas y placentarias

- Se siembran 2 placas Petri por paciente en flujo laminar bajo condiciones de esterilidad, en cada
uno se afiade 3 ml de medio de cultivo y entre 5 y 10 mg de vellosidades. Se adiciona 70ul de
colcemid.

- Las placas Petri de cultivo se ubican en la incubadora de CO2 a 370C y 5% de este gas durante
2 horas.

3) Preparacién de soluciones.

Solucion hipoténica. Solucién de Citrato de sodio al 1%

Solucion de fijacion: Alcohol etilico - cido acético en proporcion 3:1.
4) Procesamiento de la muestra

1- Se decanta el medio de cultivo con una pipeta Pasteur.

2- Se realiza choque hipotdnico con solucion de citrato de sodio al 1% durante 20 minutos a 370C
3- Se decanta la solucion hipoténica

4- Se adiciona solucién fijadora de alcohol etilico y acido acético glacial en proporcién 3:1 durante
30 minutos.

5- Se decanta solucién fijadora

6- Se adiciona fijador y se repiten los pasos 5 y 6 dos veces con intervalo de 10 minutos entre
ellos.

7- Se decanta el fijador.

8- Se adiciona 0,3 ml de solucion de &cido acético al 60% durante 5 minutos.

9- Se realiza la extension en laminas portaobjetos sobre plancha con temperatura de 370C.



Anexo 7: Procedimientos normativos operacionales de la técnica de obtencién de cromosomas
para diagndstico prenatal en liquido amnidtico.

Titulo. Técnica de obtencién de cromosomas para diagnostico prenatal en liquido amniético.
A) Objetivo: Obtener cromosomas fetales a partir de células del liquido amnidtico.

B) Definiciones: Tripsinizacion: accion de la enzima tripsina sobre las células amniéticas adheridas
al fondo del frasco, mediante la cual se obtienen células libres.

C) Responsabilidades: esta técnica se desarrolla en el laboratorio de citogenética del Centro
provincial de genética médica de Villa Clara. Su cumplimiento es responsabilidad del personal
calificado que labora en el area.

D) Alcance: areas de cultivo y proceso del laboratorio de citogenética
E) Condiciones de seguridad.

1. Las normas internacionales de riesgo biologico deben aplicarse en las éreas donde se
manipulan muestras bioldgicas.

2. No se pueden manipular alimentos en el area de trabajo.
3. Usar guantes durante la manipulacién del material bioldgico.
4. Lavarse las manos luego de manipular las muestras.

5. Las agujas que se desechen deben ser despuntadas y las jeringuillas lavadas y eliminadas en
depositos especiales.

6. Uso de ropa sanitaria dentro del area de riesgo.
8. No pipetear con la boca reactivos ni colorantes.

9. En caso de pincharse con una aguja de una muestra debera lavarse las manos con abundante
agua y desinfectarse con alcohol.

F) Equipamiento y locales:

1. Locales de fregado de citogenética: destilador de agua, horno de esterilizacion, autoclave.

2. Cuarto de siembra: flujo laminar, incubadora, microscopio invertido

3. Cuarto de proceso: centrifuga, rotor, pH metro, balanza analitica, bafio de Maria, refrigerador.
4.Cuarto de diagnéstico: microscopio dptico, des humificador.

G) Materiales y reactivos

1. Materiales: ropa sanitaria, guantes quirurgicos, jeringuillas de 5, 10 y 20 ml, frascos de cultivo,
papel de aluminio, pipetas Pasteur, tubos graduados con tapa de 15 ml para centrifuga, probetas
de 10 ml, vaso precipitado de 100 mly 500 ml, gradillas, laminas portaobjeto, gradillas, cajas porta
laminas.

Reactivos: Amniomax, acido acético, metanol, colcemid, EDTA, tripsina 1:250, Bacto-tripsina,
Na2HPO4, KH2PO4, Giemsa, NaCl 0.9%, agua destilada, botellén de CO (gas).

H) Operaciones preliminares: desinfeccion de incubadoras y flujo laminar con agua y detergente y
posteriormente con alcohol al 70%. Preparacion de la cristaleria: fregado y esterilizacion.



) Procedimientos:

1) Recepcion: Las muestras se reciben en el laboratorio en jeringuillas estériles traidas desde el
lugar de extraccion en el menor tiempo posible. A cada muestra se le asigna un numero y se
inscribe en el libro de registro de diagnostico prenatal para cultivo de liquido amniético. De acuerdo
a la cantidad de mililitros recibidos en cada muestra se determina cuantos frascos de cultivos se
sembraran (preferentemente 3 frascos), la muestra restante se guarda a 4°C para resiembra. Esta
comprobado que la vitalidad celular en el liquido amniético se mantiene por 21 dias, debidamente
almacenados 4°C.

2) Cultivo de liquido amnittico

- Se siembran 3 frascos por pacientes en flujo laminar bajo condiciones de esterilidad, en cada uno
se afiade 3 ml de liquido amniotico y 3 ml medio de cultivo Amniomax.

- Los frascos de cultivo se colocan en la incubadora de CO2 a 37°C y 5% de este gas durante 9
dias, deben quedar con media rosca floja para permitir el intercambio de gases.

- Al noveno dia se elimina el contenido de cada frasco de cultivo y se afiaden 3 ml de Amniomax
en el flujo laminar.

- A las 24 horas del cambio se evalUa el crecimiento celular del cultivo al microscopio invertido.

- Los cultivos primarios se procesan entre los 9 y 14 dias, es indispensable la presencia de 5
colonias con division celular activa. Si el crecimiento no es satisfactorio a los 14 dias se evalua
resiembra, o se repite el caso.

- Aquellos casos de crecimiento celular pobre (menos de 5 colonias con activa division celular), o
colonias confluidas con pocas células en division deben ser subcultivados, para estimular el
crecimiento celular. El subcultivo se realiza eliminando del frasco los restos de medio viejo, se
realizan tres lavados con 1 ml de EDTA estéril, se decanta, se afiaden 1 ml de EDTA y 1 ml de
solucion de tripsina estéril, se pone el frasco cerrado en incubadora a 379C por 4 minutos, pasado
ese tiempo se evalta al microscopio invertido, y si el desprendimiento celular es dptimo se afiaden
3 ml de medio Amniomax. Si la mayoria de las células no se desprenden se golpea al frasco con
la palma de la mano hasta lograr el desprendimiento mecanico y se le afiade el medio de cultivo
fresco. Este proceso debe ser realizado en el flujo laminar. El frasco subcultivado se coloca de
nuevo en la incubadora, con media rosca floja para permitir el intercambio de gases.

- El frasco subcultivado debe estar listo para procesar a las 48 horas de realizado el subcultivo, ya

que se observara una capa celular uniforme con una activa division celular.

3) Preparacion de soluciones.

Solucion hipotdnica. Se prepara la solucion madre de KCL disolviendo 0,56g de KCL en 100 ml de
agua destilada. La solucién de trabajo se prepara diluyendo la solucién madre con agua destilada
a partes iguales.

Solucion de fijacion: Solucion de Carnoy de metanol - acido acético en proporcion 3:1.
4) Procesamiento de la muestra

1- 24 horas antes de la cosecha cromosomica se realiza cambio de medio de cultivo.



2- Ahadir 70l de Colcemid a cada frasco a procesar e incubar durante 3 horas a 37°C.
3- Pasado este tiempo el contenido del frasco de cultivo se traslada al tubo de centrifuga.
4- Se hacen tres lavados con 1 ml EDTA al frasco de cultivo.

5- Se afiade 1 ml de EDTA y 1 ml de tripsina con el objetivo de desprender las células de la pared
del frasco, se deja actuando entre 3-5 minutos a 37°C.

6- Se detiene la accion de la tripsina con la solucién del tubo de centrifuga y se corrobora al
microscopio invertido que no queden células adheridas a la pared del frasco.

7- Si el desprendimiento celular no es dptimo se repite a partir del paso 5.

8- El contenido del frasco de cultivo se traslada al tubo de centrifuga y se centrifuga a 1200 rpm
durante 10 minutos.

9- Se decanta el sobrenadante, el pellet se rompe suavemente.

10- Hipotonia: se comienza a afiadir la solucion hipotonica gota a gota hasta llegar a 7 ml. Esta
solucion debe tener temperatura de 370C. Se mantiene la muestra en hipotonia durante 30 minutos
a 37°C

11- Prefijacion: se afiaden 8 gotas de fijador fresco gota a gota (metanol — acido acético en
proporcion 3:1)

12- Se centrifuga 10 minutos a 1200 rpm.

13- Se decanta el sobrenadante y se afiade fijador fresco gota a gota hasta 6 ml. Se deja a
temperatura ambiente por 30 minutos.

14- Se centrifuga 10 minutos a 1200 rpm.

15- Se decanta y se realiza una segunda fijacién hasta 5 ml.
16- Se centrifuga 10 minutos a 1200rpm.

17- Se decanta el sobrenadante, se dejan 0.5 ml.

18- Extension: El agua donde estan colocadas las Iaminas debe tener una temperatura aproximada
de 36°C, se deja caer desde una altura de 10 cm 3-4 gotas de la suspensidn celular, se identifica
la ldmina y se deja secar.

19- Las laminas extendidas y debidamente rotuladas con el nimero del caso y fecha de extension
se guardan a 37°C durante 72 horas.



Anexo 8: Procedimientos normativos operacionales de la técnica de obtencion de cromosomas de
tejidos fetales sdlidos (piel, tenddn y rifion).

Titulo: Técnica de obtencién de cromosomas de tejidos fetales solidos (piel, tendén y rifidn).
A) Objetivo: Obtener cromosomas fetales a partir de tejidos fetales solidos.

B) Definiciones: Tripsinizacion: accion de la enzima tripsina sobre las células adheridas al fondo
del frasco, mediante la cual se obtienen células libres.

C) Responsabilidades: esta técnica se desarrolla en el laboratorio de citogenética del Centro
provincial de genética médica de Villa Clara. Su cumplimiento es responsabilidad del personal
calificado que labora en el area.

D) Alcance: areas de cultivo y proceso del laboratorio de citogenética
E) Condiciones de seguridad.

1. Las normas internacionales de riesgo biologico deben aplicarse en las éreas donde se
manipulan muestras bioldgicas.

2. No se pueden manipular alimentos en el area de trabajo.
3. Usar guantes durante la manipulacién del material bioldgico.
4. Lavarse las manos luego de manipular las muestras.

5. Las agujas que se desechen deben ser despuntadas y las jeringuillas lavadas y eliminadas en
depositos especiales.

6. Uso de ropa sanitaria dentro del area de riesgo.
8. No pipetear con la boca reactivos ni colorantes.

9. En caso de pincharse con una aguja de una muestra debera lavarse las manos con abundante
agua y desinfectarse con alcohol.

F) Equipamiento y locales:

1. Locales de fregado de citogenética: destilador de agua, horno de esterilizacion, autoclave.

2. Cuarto de siembra: flujo laminar, incubadora, microscopio invertido

3. Cuarto de proceso: centrifuga, rotor, pH metro, balanza analitica, bafio de Maria, refrigerador.
4.Cuarto de diagnéstico: microscopio dptico, des humificador.

G) Materiales y reactivos

1. Materiales: ropa sanitaria, guantes quirurgicos, tijeras, pinzas, bisturi, jeringuillas de 5, 10 y 20
ml, frascos de cultivo, papel de aluminio, pipetas Pasteur, tubos graduados con tapa de 15 ml para
centrifuga, probetas de 10 ml, vaso precipitado de 100 y 500 ml, gradillas, ld&minas portaobjeto,
gradillas, cajas porta laminas.

Reactivos: Amniomax, acido acético, metanol, colcemid, EDTA, tripsina 1:250, Bacto-tripsina,
Na2HPO4, KH2PO4, Giemsa, NaCl 0.9%, agua destilada, botellon de CO2 (gas).

H) Operaciones preliminares: desinfeccion de incubadoras y flujo laminar con agua y detergente y
posteriormente con alcohol al 70%. Preparacion de la cristaleria: fregado y esterilizacion.



) Procedimientos:

1) Recepcion: Las muestras se reciben en el laboratorio en frascos estériles con medio de
transporte, traidas en el menor tiempo posible desde el departamento de Anatomia Patoldgica
donde fueron tomadas. A cada muestra se le asigna un nimero y se inscribe en el libro de registro.
De acuerdo a la cantidad de tejido recibido se determina cuantos frascos de cultivos se sembraran
(preferentemente 2 frascos por cada muestra)

2) Cultivo de tejidos fetales solidos

- En flujo laminar se procede a fragmentar el bloque de tejido en pequefios fragmentos utilizando
pinzas, bisturi y tijeras estériles. Se realiza en placa Petri de cristal estéril de 6cm de diametro con
Solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS).

- Se siembran 2 frascos por muestra, se introducen entre 10 y 15 fragmentos de tejido en el frasco
de cultivo y se adicionan 3 ml de medio Amniomax.

- Los frascos de cultivo se colocan en la incubadora de CO2 a 370C y 5% de este gas durante 9
dias, deben quedar con media rosca floja para permitir el intercambio de gases.

- Al noveno dia se elimina el contenido de cada frasco de cultivo y se afiaden 3 ml de Amniomax
en el flujo laminar.

- A las 24 horas del cambio se evalUa el crecimiento celular del cultivo al microscopio invertido.

- Los cultivos primarios se procesan entre los 9 y 14 dias, es indispensable la presencia de 5
colonias con division celular activa.

- Aquellos casos de crecimiento celular pobre (menos de 5 colonias con activa division celular), o
colonias confluidas con pocas células en division deben ser subcultivados, para estimular el
crecimiento celular. El subcultivo se realiza eliminando del frasco los restos de medio viejo, se
realizan tres lavados con 1 ml de EDTA estéril, se decanta, se afiaden 1 ml de EDTA y 1 ml de
solucion de tripsina estéril, se pone el frasco cerrado en incubadora a 370C por 4 minutos, pasado
ese tiempo se evalla al microscopio invertido, y si el desprendimiento celular es éptimo se afiaden
3 ml de medio Amniomax. Si la mayoria de las células no se desprenden se golpea al frasco con
la palma de la mano hasta lograr el desprendimiento mecanico y se le afiade el medio de cultivo
fresco. Este proceso debe ser realizado en el flujo laminar. El frasco subcultivado se coloca de
nuevo en la incubadora, con media rosca floja para permitir el intercambio de gases. El frasco
subcultivado debe estar listo para procesar a las 48 horas de realizado el subcultivo, ya que se
observara una capa celular uniforme con una activa division celular.

3) Preparacién de soluciones.

Solucion hipoténica. Se prepara la solucion madre de KCL disolviendo 0,56 g de KCL en 100 ml
de agua destilada. La solucién de trabajo se prepara diluyendo la solucién madre con agua
destilada a partes iguales.

Solucion de fijacion: Solucion de Carnoy de metanol - acido acético en proporcion 3:1.
4) Procesamiento de la muestra

1- 24 horas antes de la cosecha cromosémica se realiza cambio de medio de cultivo.

2- Afiadir 70l de Colcemid a cada frasco a procesar e incubar durante 3 horas a 370C.

3- Pasado este tiempo el contenido del frasco de cultivo se traslada al tubo de centrifuga.



4- Se hacen tres lavados con 1 ml EDTA al frasco de cultivo.

5- Se aflade 1 ml de EDTA y 1 ml de tripsina con el objetivo de desprender las células de la pared
del frasco, se deja actuando entre 3-5 minutos a 370C.

6- Se detiene la accion de la tripsina con la solucion del tubo de centrifuga y se corrobora al
microscopio invertido que no queden células adheridas a la pared del frasco.

7- Si el desprendimiento celular no es dptimo se repite a partir del paso 5.

8- El contenido del frasco de cultivo se traslada al tubo de centrifuga y se centrifuga a 1200 rpm
durante 10 minutos.

9- Se decanta el sobrenadante, el pellet se rompe suavemente.

10- Hipotonia: se comienza a afiadir la solucion hipotonica gota a gota hasta llegar a 7 ml. Esta
solucidn debe tener temperatura de 370C. Se mantiene la muestra en hipotonia durante 30 minutos
a 370C

11- Prefijacion: se afiaden 8 gotas de fijador fresco gota a gota (metanol — acido acético en
proporcion 3:1)

12- Se centrifuga 10 minutos a 1200 rpm.

13- Se decanta el sobrenadante y se afade fijador fresco gota a gota hasta 6 ml. Se deja a
temperatura ambiente por 30 minutos.

14- Se centrifuga 10 minutos a 1200 rpm.

15- Se decanta y se realiza una segunda fijacion hasta 5 ml.
16- Se centrifuga 10 minutos a 1200rpm.

17- Se decanta el sobrenadante, se dejan 0.5 ml.

18- Extension: El agua donde estan colocadas las Iaminas debe tener una temperatura aproximada
de 360C, se deja caer desde una altura de 10 cm 3-4 gotas de la suspension celular, se identifica
la ldmina y se deja secar.

19- Las laminas extendidas y debidamente rotuladas con el numero del caso y fecha de extensién
se guardan a 370C durante 72 horas.



Anexo 9: Nomenclatura y abreviaturas en citogenética.

cen Centrémero

del Delecion

dn De novo

dup Duplicacién

i Isocromosoma

inv Inversion

der Cromosoma derivativo
h Heterocromatina

mat Materno

mar Cromosoma marcador
p Brazo corto

pat Paterno

q Brazo largo

r Cromosoma en anillo
S Satélite

stk Tallos de los satélites
t Translocacion reciproca

+ (signo) Ganancia

- (signo) Pérdida

/ (signo) Separa las lineas celulares presentes en el mosaico

[ Indica el nimero de metafases con cada linea celular presente en el mosaico

? (signo) Desconocido






