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Editorial

““La historia de la Tierra esta escrita en sus capas geologicas
y la del hombre, en sus cromosomas”. ;Quién se atreve a leerlas?

Los esfuerzos por tratar de “leer” los cromosomas con enfogue clinico
arrancan en la década de los "50. Desde entonces a la fecha se ha
experimentado un avance vertiginoso con la explosiva difusion de esta
disciplina y una avalancha de trabajos de delineacion de patologias de
causas cromosomicas. La década del "70 se caracterizo por el desarrollo
de técnicas de identificacion y las décadas posteriores por las técnicas de
citogenéticamolecular.

¢Quiénnohaacariciado, entre las bandas de altaresolucion, un fantasioso
deseo de tender un puente entre lo cromosomico y lo molecular?
Estamos asistiendo, a no dudarlo, al momento privilegiado de poder
materializar aquella fantasia a través de técnicas moleculares. Sin em-
bargo,elelevado costoen infraestructura, equipamiento e insumo parecen

constituir el "peaje’ para transitarlo en momentos en que los recursos en
salud son himitados.

Esto ha generado un estado de oculta insatisfaccion e infelicidad entre
muchos citogenetistas y una sensacion de labor inconclusa.

Hasta parece irreverente echar unamirada retrospectivadesde laarrogante
comodidad del CCDeimagenes digitalizadas. Sinembargo. hubo épocas
no tan lejanas ni tan privilegiadas donde se podia avanzar ain disecando
larvas de Droséfila con pinches de cactus por falla de instrumental o
cultivando linfocitos en una pailade cobre por faltade energiaeléctrica, a
puro pulmon, si, pero se podia avanzar.

Dr. Tetsuji Matayoshi.

CITOGENETICA DE GAMETAS

Gametas masculinas |
Técnicas

Los cromosomas de los espermatozoides
humanos pueden analizarse mediante laaplicacion
de técnicas citogenéticas convencionales sobre
las preparaciones obtenidas a través de
inseminacionde ovocilos de hamstler o mediante
el uso de técnicas de FISH interfasico sobre los
extendidos de espermatozoides. Enambos casos

En el estudio cromosomico
se aplican técnicas
diferentes para las gametas
masculinasy femeninas.

Consiste en hibridizar extendidos de
cspermatozoides con sondas numerales para
detectar luego las anomalias numéricas.

Anomalias cromosomicas

La frecuencia de anomalias cromosomicas
enespermatozoidesde individuos sanosrondael
10%. y existe un leve predominio de las
estructurales sobre las numéricas. No se ha

lamuestrase obtiene del semenrecién eyaculado.

Paralarecoleccionde lamuestraen pacientes
oligospérmicos severos 0 azoospermicos se puede
recurriralos espermatozoides del epididimooa
la biopsia testicular. No se han detectado
diferencias en la frecuencia de defectos
congénitos entre productos provenientes de FIV
y los obtenidos por ICSI. Esto permite presumir
quenocxistendiferenciasentre el espermatozoide
de diferente origen.

- Técnica de inseminacién de ovocito

de hamster (fig. 7).

Como se observa en la figura, la técnica
consiste en lainseminacion cc ovocitos de ham-
ster artificialmente desprovistos de cumulus
celular y zona pelucida, con espermatozoides
humanos capacitados.

Las técnicas citogenéticas convencionales
facilitan de manera considerable el analisis del
cariotipo pronuclear obtenido. Esto permite

(* JAmerican Journal of Human Genetics 52:225 y
53:1336, 1993

obtener un diagndstico preciso de las anomalias
numeéricas y estructurales.

Estatéenicaresultapocoaptaanivel asistencial
debidoal costoque representaen cuanto a iempo,
recursos fisicos y humanos.

- FISH interfasico
Esta técnica. por el contrario, es simple, de
resultado rapido (en horas) y de bajo costo.

demostradoningunarelacionentre la frecuencia
de anomalias numéricas y la edad del paciente,
lo cual permite descartar la participacion del
factoredad-paternaen la produccion de trisomias
autosomicas, como porejemplo, latrisomia2l.

La participacién de las gametas masculinas
en la formacion de complementos sexuales
anomalos parece seguir otro patron, como se
resume en la Tabla 1.

Técnica de estudio del cariotipo pronuclear
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Merece uncomentario especial lainformacion
obtenida a partir de las técnicas de genética
molecular: se ha observado una alta frecuencia
de microdeleciones en AZF que se ubica anivel

AZFc o DAZ o distal.

de Yq11.23. Eneste segmento se distinguen tres
partes: AZFa o proximal; AZFb o media; y

Mas del 15% de los azoospérmicos no

obstructivos y el 10% de los oligospérmicos
severos presentan esta delecion, contra solo el
2% delos varones sanos. En laespermatogénesis
intervienen multiples genes de este segmento.

DIAGNOSTICO CITOGENETICO PREIMPLANTACION

Los programas de fertilizacion asistida han permitido desarrollar técnicas de
micromanipulacion orientadas al estudio citogenético de gametas, cigotas y blastomeras
antes de su implantacion. Estos estudios se pueden realizar exclusivamente en el marco de
dichos programas y como parte de ellos.

TECNICAS

En la practica existen dos grupos de técnicas: las preconcepcionales y
las postconcepcionales, aunque en rigor s6lo estas Gltimas apuntan al
objetivo especifico de estudiar un ovocito fecundado antes de su
implantacion. Las primeras consistenen el estudio de gametas femeninas
durante un programa de fertilizacion asistida.

Preconcepcionales

Se trata del andlisis de cariotipo de los globos polares o los ovocitos
mediante técnicas citogenéticas convencionales o técnicas moleculares.

Teoricamente el estadio de ciclo celular en que se hallan permite obtener
cromosomas metafdsicos tanto en globos polares como en ovocitos,
caracteristica ésta que los vuelve aptos para un estudio citogenético
detallado. Sinembargo, esta aparente ventaja queda seriamente limitada
porque lacantidad de células realmente adecuada paraese tipo de estudio
no supera el 30% en promedio.

Elcarioupode los globos polares permite deducirlacondicion citogenética
de ovocito. Asi, ladeteccion de un set cromosémico desbalanceadoenel
globo polar [ equivale a haber detectado otro set complementario,
desbalanceadotambién, enelovocito.

Estas tultimas consideraciones no se aplican, por razones obvias, cuando
seestudiadirectamente el ovocito. Seestimaque la frecuenciade ovocitos
maduros con anomalias cromosomicas es del 32% y la presencia de
ovocitos en metafase 11 que continua diploide es motivo de trabajos de
investigacion,

Uno de los aspectos destacables de las técnicas preconcepcionales es
que pueden llevarse a cabo superando posiblemente validas objeciones
éticas yreligiosas.

Postconcepcionales
Después de la fertilizacion el cigota sufre una division cada 24 horas,
llega al estadio de morula al tercer dia y al de blastocisto entre el quinto y
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sexto dia. Para realizar ¢l estudio es preferible remover un cuarto de las
células: 1 62célulasenel estadiode 8 células, o labiopsiade trofoectodermo
(106 20 células) del blastocisto.

Cuanto mayor sea la cantidad de células disponibles parael andlisis, mas
alto sera el grado de confiabilidad del diagnéstico. No obstante, la
necesidad de preservar la viabilidad del embrion obliga a acotar la
prelension cuantitativay depurar las técnicas. Es conveniente mantener la
relacion MCl/trofoectodermo en un nivel optimo va que la reduccion de
estarelacion repercute en el desarrollo embrionario.

Indicaciones
Las principales son:
® grupo con altoriesgo de trasmitir anomalias citogenéticas;
® parejas sub o infértiles;
@ portadores de patologias ligadas al X; etc.

Enloscasosde portadores de rearreglos cromosdmicos (principalmente
translocaciones) el riesgoreproductivo depende de los siguientes factores:
los cromosomas involucrados. los puntos de rotura y re-union, el nimero
y la posicion de quiasmas.

En base a estos elementos Jalvert propuso un madelo de segregacion
preferencial. La observacion de mas de un tipo de segregacion entre
espermatozoides de un mismo portador permite dudarde la validez de este
modelo, por lo menos en estas etapas tempranas. Parece ajustarse mejor
en el caso de embarazos mas avanzados o recién nacidos.

[Laedad materna avanzada es el inico factor de riesgo conocido para la
produccion de aneuploidias, que son los defectos genéticos de mayor
frecuencia y siempre de novo. Existe una estrecha relacion entre la edad
malerna avanzada y la baja tasa de implantacion, que tiene como comiin
denominador el aumento de aneuploidias.

Las parejas con una historia obstétrica signada por multiples abortos o




muertes intrauterinas pueden beneficiarse con estudios citogenéticos
preimplantacion. Mas del 50% de los abortos presentan anomalias
cromosomicas.

Citogenética

La frecuencia de embriones haploides es de 1%; diploides 93% y
triploides 6% y el 23% de ellos es cromosémicamente anémalo.

La aplicacion de técnicas citogenéticas convencionales no siempre
resultaexitosa poriacalidad y cantidad limitadas de metafases analizables;
son mas eficaces las técnicas citogenéticas moleculares.

Los "probes' de enumeracion pueden ser aplicados tanto en niicleos
interfasicos como metafasicos y permiten detectar mas del 70% de las

aneuploidias. Las trisomias del 15,16,21 y 22 y las anomalias numéricas
de los cromosomas sexuales son las alteraciones mas frecuentemente
halladas.

Los "probes' de pintado de cromosomas permiten aclarar muchos casos
dere-arreglo cromosémico si se los aplica sobre cromosomas metafésicos.

Existe una técnica de mas reciente desarrollo que emplea probes
especiales para cada translocacion: centraméricos, teloméricos y
subteloméricos. Dichatécnica parece haberclevado amas del 90% elnivel
de eficacia en la deteccidn de anomalias cromosdmicas. A pesar de ello,
sololasexperiencias acumuladas permitirdn expedirse sobre su aplicabilidad
en la practica asistencial.

MOSAICISMO CONFINADO A LA PLACENTA
Y DISOMIA UNIPARENTAL

Sienel curso de un estudio citogenético prena-
tal por aspiracion de vellosidades coriales se
detecta un mosaicismo en las preparaciones
directas, en el cultivo de corto plazo o en el
cultivo de largo plazo pero no en el liquido
amnidtico ni en el feto, se habla de mosaicismo
confinadoalaplacenta. Su frecuenciaes de 2%
y se describen tres Lipos:

® Tipo I: cuando las células anémalas
lestan confinadas enel citotrofoblasto y
se las detecta en preparaciones directas
y en cultivos de corto plazo.

@ Tipo II: cuando estan confinadas en el
mesodermo extraembrionario v se las
encuentra en cultivos de largo plazo.

® Tipo III: cuando se las encuentra tanto
enelcitotrofoblastocomoenel mesodermo
extraembrionario. Se las detecta por las 3
vias: preparaciones directas, cultivos de
corto plazoy cultivos de largo plazo.

Mecanismo de formacion del
mosaicismo

Las siguientes son las vias mas conocidas de
formaciondel mosaicismo:

I.-Nodisyuncion temprana con placenta mosaico
y feto normal.

2.- Rescate de un cigota trisdmico.

3.-Cé¢lulas provenientes de un mellizo muerto.

Los mosaicismos confinados a la placenta del
tipo I y T1I son, en general, consecuencia del
mecanismo de rescate con alta proporcion de
cclulas trisomicas a nivel del citotrofoblasto.
Mientras que si sonresultantes de no-disyuncion
mitotica. dichos mosaicismossondeltipololl
con baja proporcion de células trisomicas.

Rescate de cigotas trisdomicos y
disomia uniparental

Enunorganismodiploide cada parcromosdémico
estd constituido por un elemento proveniente de

Mosaicismo es la
presencia de dos o mds
lineas celulares
cariotipicamente
diferentes.

cada uno de los progenitores. Cuando este
equilibrio se rompe y ambos cromosomas del par
tienen el mismo origen parental se crea una
situacionanomalallamadadisom” runiparental.
Segln el momento en que se croduce el error
meidtico y la extension del crossing over, la
disomiapuede ser: heterodisomica, isodisémica
o la combinacién de ambas.

La causa mas frecuente de esta situacion es el
mecanismo de rescate del cigota trisomico, que
tiende a restituir la disomia normal a través de
unade las siguientes vias:

a) Anafase lag: unade las células hijasresultaria
disomica y la otra seguiria siendo lrisomica.

b) Nodisyuncion: unade las células hijas seria
disémica y la otra tetrasomical letal.

¢) Demolicién cromosémica: consistiriaen una
fragmentacion o simple remocion de unode
los tres cromosomas; si esta correccion se
realizaenlaprimeradivision poscigdticacon
resustitucionde ladisomiabiparental en ambas
celulas hijas, no quedarianingtn rastro del
errormeiotico inicial.

Consecuencia de la disomia
uniparental

Aunguenoexistenevidenciasental sentido, sila
elecciondel cromosoma involucradoenel res
cate fuera al azar, la probabilidad de que se
produzcadisomiauniparental seriadel 33% para

cada instancia.

La primera consecuencia es la aparicion de
patologias recesivas en isodisomias a partir de
uno de los padres heterocigota. Porejemplo, se
han documentado muchos casos de fibrosis
quistica y sindrome de Bloom.

La heterodisomia no suele crear situaciones
anomalas, excepto cuando los dos cromosomas
provienen de un padre afectado por una
enfermedad dominante.

Otra consecuencia relevante es la expresion
clinicadel fenomeno llamado de imprinting. En
algunos genes lacxpresion del alelodepende del
origen parental del cromosomaque lo contiene.
En la literatura existen casos documentados de
disomia uniparental en los siguientes
cromosomas: 2,7,9,10,11,14,15,16y22.

Nota

Dadoque lamayoriade las situaciones anomalas
originadas por imprinting fueron abordadas en
el Nro.5 de GENETICA (marzo 1998), se
omite insistiren el tema.

Tipos de mosaicos

La proporcion de mosaicismo placentarioes de
alrededordel 2%.

A continuacién se mencionan los mas frecuentes:

® Mosaico de trisomias no comunes.

® Mosaico de cromosomas sexuales.

® Mosaicode trisomias comunes (Cromosomas
13,18y 21).

® Mosaico de marcadores.

® Mosaico de alteraciones estructurales.

Comentarios

Aunque no se¢ conoce con exactitud la relacion
entre el mosaicismo placentario y la viabilidad
fetal, el retardo del crecimiento intrauterino, 1os
abortos y las malformaciones observadas entre
los casos de mosaicismo placentario sugieren la
existencia de efectos adversos en el embarazo.

Raiil Scarpati
Andrea Figueroa
Celina Oyuela
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Curso intensivo de “Screening’ Prenatal Ecografico-Bioquimico

de Defectos Congénitos
8y 9 de octubre de 1999 - de 9 a 18 hs.

Seccion Genética - Departamento de Ginecologia y Obstetricia
CEMIC-Hospital Asociado- Facultad de Medicina UBA

Galvan 4102 (1431) Buenos Aires - Tel. 4546-8248 - Fax: 4541-3790 - e-mail: cemicinv@infovia.com.ar

® Dirigido a ginecologos y obstetras, genelistas, ecografistas, bioquimicos y otros profesionales relacionados con el rea de diagnostico prenatal.

@ Tratamiento integral de la metodologia del tamizaje bioguimico y ecografico con AFP, uE3, hCG, BhCG libre, PAPP-A, TN y otros
signos ecograficos.
® Acuualizacion de las metodologias de diagnostico prenatal: aspiracion de vellosidades coridnicas, amniocentesis.
® Talleres y aspectos practicos del tamizaje prenatal.
® Prevencion primario de defectos congénitos.
Director:  Dr.Horacio Aiello Docentes:  Dr. Horacio Aiello, Lic. Andrea Gadow,
Asesor: Dr. Enrigue C. Gadow Dr. Hugo Krupizki, Dr. Santiago Lippold,
Secretarios: Dr. Hugo Krupitzki, Dr. Lucas Otafio Dr. Jorge Lopez Camelo. Dr. Lucas Otano,
Secretaria: NormaGinzo Dra. SilviaQuiroga, Lic. Marta Torres
; ‘ PROGRAMA Segundo dia
Primer fi‘a . : - Tamizaje ecogrifico de Sindrome de Down en segundo trimestre (SEL).
- Recepeion. Bienvenida (ECG). - Tamizaje ecografico de Sindrome de Down en primer trimestre: Traslucencia
Antecedentes historicos del diagnéstico y tamizaje prenatal (ECG). Nueal (1.0},
- Principios del tamizaje 1 (un marcador) (HA). - Diagnéstico ecografico de anomalias de cierre del wbo neural y defectos de
- Principios del tamizaje 11 (mdliples marcadores) (HA). la pared abdominal (SEL).
- Taller; célculo de riesgo para defectos congénitos (HA  y otros).  Fisiologia y aspectos bioquimicos de AFP, hCG, uE3 (SQ).
- Epidemiologia de las Anomalias de Cierre del Tubo Neural y Sindrome de - Control de calidad interna y externa del laboratorio (MT).
Down (JLC). - Procedimientos diagnisticos en primer v segundo trimestres (VC y LAJ:
Comprension de MoM, distribuciones y regresiones (HK). eficacia y riesgos (ECG).
- Factores que modifican los resultados del tamizaje: DBT, raza, peso (HK). - Marcadores bioguimicos y otras anomalias del desarrollo (1.0).
- Efectos del ultrasonido sobre los resultados del tamizaje hioguimico (FHA) - Otros métodos de tamizaje prenatal (HAJ
- Marcadores bioquimicos del primer trimestre: PAPP-A, BhCG libre (AH). - Casos clinicos (HA y owés),
- Impacto psico-social ante una prueba de tamizaje positiva (AG). - Prevencion primaria de defectos congénitos con dcido folico (HK).
\ - Revision y discusion (rodos) - Aspectos pricticos en implementacion de un sistema de tamizaje prenatal(HA)/
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