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RESUMEN

El aborto recurrente se presenta entre el 1 y 7% de las parejas. Dentro de su etiologia
se encuentran factores genéticos, inmunologicos, anatomicos, hormonales,
metabolicos, trombofilicos e infecciosos. El objetivo de este trabajo fue establecer la
frecuencia de mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales, en una
poblacion colombiana de parejas con antecedente de aborto recurrente. Asi mismo se
realizaron interpretaciones sobre los hallazgos citogenéticos y clinicos en las parejas
estudiadas, especialmente en aquellas que fueron afectadas por mosaicismo de baja
proporcion en cromosomas sexuales. Se realizd un estudio citogenético prospectivo
caso — control en 20 parejas con antecedente de aborto recurrente, remitidas al
Laboratorio de Biogenética Molecular del Centro Colombiano de Fertilidad y
Esterilidad (CECOLFES). Como técnicas citogenéticas se usdé el método
convencional de bandeo GTG para estudio de anomalias cromosomicas y el método
molecular de Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH) para confirmar los
mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales. De acuerdo con los
hallazgos paraclinicos de las parejas, el diagndstico mostrd factores inmunoldgicos
(75%), anatomicos (30%), hormonales (25%), masculino (25%), infecciosos (25%),
genéticos (15%) e idiopatico (10%). Solo se estudid citogenéticamente el 10% de los
productos de aborto de todas las parejas. Se hallo un 10% de mosaicismo de baja
proporcion en cromosomas sexuales en dos mujeres abortadoras cuyo diagndstico
final incluy¢ factor genético e infeccioso (paciente mosl) y factor genético e inmune
(paciente mos2). El método de FISH permiti6 dar un valor diagnostico a los
mosaicismos observados por citogenética convencional, pues el porcentaje de
aneuploidia es mayor con respecto al grupo control, no obstante para confirmar los
mosaicismos de las pacientes como anomalias constitucionales seria recomendable
estudiar otro tipo de tejidos, como por ejemplo fibroblastos de biopsia de piel y
tejidos gonadales. Se concluyen aspectos como la evidencia multifactorial de la
patogénesis del aborto recurrente, el subdiagnostico del factor genético en las parejas
remitidas y la necesidad de focalizar investigaciones futuras en la interpretacion
citogenética y asociacion clinico — patologica de los mosaicismo de baja proporcion

en cromosomas sexuales con el aborto recurrente.



TABLA DE CONTENIDO

1 INTRODUGCCION ... .ottt ettt ettt ettt ettt eee e enenaeas 1
2 FORMULACION DEL PROBLEMA ..ottt 3
B OBUIETIVOS .ottt ettt ettt et et et ee et et e et eren e 4
3.1 OBJETIVO GENERAL ..o 4
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... oo, 4
4 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .....oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeess s esenenenen. 5
4.1 ASPECTOS HISTORICOS DE LA CITOGENETICA ....cooveveeeeeeeeeeern 5
4.2 CARIOTIPO ..o eeeees s see e seees s s seseneean 5
421 TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO......ccocimiiiereeeeeeeeseneenn. 7
4.2.2  CARIOTIPO ANORMAL .....cooiitieeeeeeeeeeeeeeeeeee s seeeeeeese s seseseseeeeeneeens 8
423 NOMENCLATURA CITOGENETICA ....oovvoteeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeneeen. 11

43  ABORTO ESPONTANEO ... 14
431 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN PERDIDA FETAL............ 15

44 ABORTO RECURRENTE ..ottt s e e 20
44.1 ASPECTOS GENETICOS DEL ABORTO RECURRENTE .......cccovvn...... 21
A4.4.2  CAUSAS ANATOMICAS ... .o oottt 32
443 CAUSAS HORMONALES Y DESORDENES METABOLICOS............. 33
444  CAUSAS INMUNOLOGICAS ....oeeeeeeeeeeeeeeeeee e seeeseeeeeeen, 34
445 DESORDENES TROMBOFILICOS ...oovoviveieeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeneeen. 37
446  CAUSAS INFECCIOSAS ...ttt eee e e s seseneeeeeeens 37
447 AGENTES QUIMICOS Y AMBIENTALES ......coovoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 38
448 FACTOR MASCULINO ..ottt seeeneeeeeeens 39
A4.4.9  CAUSAS IDIOPATICAS ...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et en e, 39

5 METODOLOGIA ..ottt et ettt et e e et et eee et et et aaee e 41
5.1  TIPO DE ESTUDIO: ..ot eee s 41
5.2 POBLACION: ..ottt s s s s e e s s s s s senenaee 41
5.3 IMUESTRA: oottt ettt e e s e eeeeee s s 41
54  CRITERIOS DE INCLUSION: ....oouieiieee et seee s seseeeeos 41
5.5 CRITERIOS DE EXCLUSION: ....ooottieeeeeeeeeeeeeee e 41
5.6 POBLACION CONTROL PARA ESTUDIO CITOGENETICO.................. 41
5.7 VALORACION CLINICO - PATOLOGICA DE LAS PAREJAS............... 42
5.8 ANALISIS CITOGENETICOS EN LAS PAREJAS .....omiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeean 42
5.8.1 ESTUDIO POR CITOGENETICA CONVENCIONAL (BANDEO GTG)...
................................................................................................................. 42

5.8.2 ESTUDIO POR CITOGENETICA MOLECULAR (FISH) .......ccovuue... 43

5.9 EVALUACION DE LA RESERVA OVARICA .....oovmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereen 44

5.10 SISTEMATIZACION Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION ....44
5.11 ANALISIS ESTADISTICOS DELOS DATOS ..o 46



5.12 CONSIDERACIONES ETICAS ......ooomomieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeae e, 46

6 RESULTADOS ... .o 47
6.1 ASPECTOS CLINICOS DE LAS PAREJAS CON ABORTO
RECURRENTE: ..ottt 47
6.2 CARACTERIZACION DE LOS ABORTOS........o.cooovmeeeieeeeeeeeesrneeenn. 48

6.3 FACTORES DIAGNOSTICOS INFLUYENTES SOBRE LOS ABORTOS52
6.4 ANTECEDENTES PATOLOGICOS, FAMILIARES Y PERSONALES .... 54

6.5 ASPECTOS GENETICOS ..o e 56
B.5.1  GRUPO CONTROL ..o.vooveeeeeeeeeee e eeeeeeeeereeeeeseeesereeseeessesaeesseseseaeenas 57
6.5.2 PRESENTACION DE CASO PACIENTE MOS L..vivevieeeeeeeeeereeereaen, 59
6.5.3 PRESENTACION DE CASO PACIENTE MOS 2..veveveeveveerereeeerseeensaeenn, 63

6.6 MEDICION DE LA RESERVA OVARICA EN LAS PACIENTES M0s1 Y

MOSZ oot ee e e e e et e e e e e e e e e e eaaaeeeeee et —————aaeeeeeetau————aaaeaeeerara———aaaereeererra——aaaaeaaaans 64
7  ANALISIS DE RESULTADOS ..ot e, 67
7.1 FACTORES DIAGNOSTICADOS EN LAS 20 PAREJAS ABORTADORAS
....................................................................................................................... 67

7.2 ANTECEDENTES PATOLOGICOS, FAMILIARES Y PERSONALES EN

LAS 20 PAREJAS CON ABORTO RECURRENTE ....ovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerea, 71

7.3  ASPECTOS GENETICOS DE LOS MOSAICISMOS DE BAJA
PROPORCION EN CROMOSOMAS SEXUALES EN PAREJAS CON ABORTO
RECURRENTE ..ottt 72
7.4  POSIBLES IMPLICACIONES BIOLOGICAS DE LOS MOSAICISMO DE
BAJA PROPORCION EN CROMOSOMA SEXUAL EN LAS MUJERES

ABORTADORAS ...ttt st 80

7.5 ASPECTOS CLINICOS DE LAS PACIENTES CON MOSAICISMO DE

BAJA PROPORCION EN CROMOSOMA X .....oouiiieieieieieeeeeeeeeeeeeereses s 82
8  CONCLUSIONES. ... 85
9 PERSPECTIVAS. ..o 87

10 BIBLIOGRAFIA. ...ttt 88



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Simbolos y abreviaciones mas comunes usados en el Sistema Internacional

de Nomenclatura para Citogenética Humana (ISCN., 1995) .....cccccccevvinininnnn 13
Tabla 2. Factores etioldgicos asociados con pérdida fetal. ...........ccoocceeviiiiiiniinene 24
Tabla 3. Registro de informacion del proyecto. ........ccceeveeeiierieiiiienienieeieceeeeee 46
Tabla 4. Datos obstétricos de las 20 abortadoras con respecto al grupo control. ....... 47

Tabla 5. Relacion entre tipo de aborto, edad materna, edad gestacional y estudio
CILOZEIETICO. 1 uvveeuiieeeiiieeeteeesteeeeteeestee e iteeesbeeeeseeensaeeensseeensseeensseesnseesnnseeennseeenns 50

Tabla 6. Relacion entre la cantidad de abortos presentados y el nimero de parejas
afectadas con especificacion de promedio de edad gestacional y edad materna en
el momento de 1as perdidas. ..........cccveviiriiieiiiiiieeee e 51

Tabla 7. Hallazgos citogenéticos en los 6 productos de aborto estudiados. ............... 51

Tabla 8. Frecuencia de factores diagnosticos senalados en las 20 parejas estudiadas
POT ADOTTO TECUITENLR. ...eeueeieutieiieeitieiie et esite et et e et estee et e e teesnbe e bt e snbeeneesnneeneeas 53

Tabla 9. Antecedentes patologicos y familiares reportados por las 20 parejas con
ADOTEO TECUITENLE. .....eviiiiiiieiiieiicieete et s 55

Tabla 10. Descripcion del porcentaje de anormalidad cromos6mica encontrado en las
20 parejas remitidas para estudio CitOZEeNEtiCO. ........eevueereeeriienieeiienieeeeeeeenee. 56

Tabla 11. Especificacion de los resultados citogenéticos de acuerdo con la cantidad de
abortos presentados en las 20 parejas remitidas. ........coeeeeeveerieeiieeniencieeneeeneans 56

Tabla 12. Hallazgos citogenéticos de las mujeres con mosaicismo de baja proporcion
€N CTOMOSOMAS SEXUALES. ..vevviiiiiiiiieiietieeietieietest et st et e e ee e see e esaessessesseeseenas 58

Tabla 13. Comparacion entre el porcentaje de aneuploidia observado por FISH en
1000 nucleos interfasicos en las pacientes con mosaicismo de baja proporcion en

cromosoma sexual (mosl y mos2) y sus respectivas controles............ccccceeuuennee. 58

Tabla 14. Comparacion de los hallazgos citogenéticos convencionales (Bandeo GTG)
y moleculares (FISH) en mujeres control entre las edades de 23 a 42 afios. ....... 58

Tabla 15. Datos acerca de los abortos padecidos por la paciente mosl...................... 60



Tabla 16. Datos acerca de los abortos padecidos por la paciente mos2...................... 64

Tabla 17. Medicion de la FSH en el dia tres del ciclo menstrual en las pacientes mos1
y mos2 con sus respectivos controles de la misma edad. ............ccceeviieiinnenen. 64

Tabla 18. Comparacion de hallazgos citogenéticos en estudios mundiales de parejas
con aborto recurrente reportados entre 1980 y 2003. .......c.ccoveviieiieniieniieeieenen. 73

Tabla 19. Comparacion de los mosaicos de baja proporcion en cromosomas sexuales
hallados en el presente estudio con respecto a los reportados en la literatura
mundial mediante analisis convencionales por bandeo GTG.........ccccceceevvenennnene 76

Tabla 20. Descripcion clinica y citogenética de las pacientes afectadas por
mosaicismo de baja proporcidon en cromosomas sexuales. .........coceeeieerieenneenen. 84



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Cariotipo e Idiograma humano en bandeo G con complemento
cromosomico de SeX0 MASCULINO 46, XY ....uuvvviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 9

Figura 2. Proceso de evaluacion y pruebas diagndsticas sugeridas para el seguimiento
de parejas con aborto TECUITENLE. ........eevueerieieriieeiieiie ettt et et 40

Figura 3. Frecuencia de abortos preclinicos, embridnicos y fetales ocurridos en las 20
Parejas Con abOTtO TECUITEILC. .........eerueeeutieriieeteeieeeteeseeeeteesieesnteeseesabeeseesneeeneeas 50

Figura 4. Relacion entre la cantidad de abortos presentados y el nimero de parejas
AFECTAAS. ..o et 51

Figura 5. Frecuencia de factores diagnosticos senalados en las 20 parejas estudiadas

POT ADOTEO TECUITENEE. ...eeevveeeeiieeiieeeiieeeitteeetaeesteeeeseeessseeensseeessseeesseesssseesseeenns 52
Figura 6. Arbol genealdgico paciente MOSL. .............oooveveeverereeeeeeeeeeeeeseeesseesseees 61
Figura 7. Fotos de los estudios citogenéticos realizados en la paciente mosl. ........... 62
Figura 8. Arbol Genealdgico de paciente MOS 2. ............ocovevevrreeeeerrereeeeeeeesssenees 65
Figura 9. Fotos de los estudios citogenéticos realizados en la paciente mos2. ........... 66

Figura 10. Comparacion de la frecuencia de hipodiploidias detectadas por FISH en
1000 nucleos interfasicos, entre mujeres controles del presente estudio (Cecolfes,
2005) y mujeres normales reportadas por Guttenbach et.al. (1995) y Devi
ALS.t.al (1998). e e 79

Figura 11. Comparacion de la frecuencia de hipodiploidias detectadas por FISH en
1000 nucleos interfasicos, entre las mujeres abortadoras con mosaicismo y los
controles normales del reporte internacional de Guttenbach et.al. (1995) y Devi
A.S.et.al. (1998) y del presente estudio (Cecolfes, 2005) .......cccvveviercieenienneenen. 79



1  INTRODUCCION

Desde 1970 con la implementacion de las técnicas de bandeo cromosémico y los
recientes avances en citogenética molecular, se han identificado en diversas entidades
clinicas, anormalidades cromosdémicas numéricas y estructurales, estableciendo
relaciones entre el fenotipo y el genotipo. Estos hallazgos no sélo han orientado el
diagnéstico clinico, sino que han permitido direccionar el tratamiento de los pacientes
y fundamentar la consejeria genética.

Una de estas entidades es el aborto recurrente, el cual es diagnosticado cuando
una pareja presenta tres o mas pérdidas consecutivas antes de las 20 a 28 semanas de
gestacion. En la poblacion americana el aborto recurrente ocurre entre el 1 y 2% de
las parejas, en la poblacion europea entre un 2 'y 7% y en la asiatica entre un 2 'y 5%
(Hogge W.A., et.al., 2003, Christiansen O.B., et. al., 2005., Kuo P.L. and Guo H.R.,
2004).

Los factores etiologicos de la pérdida habitual del embarazo son muy
heterogéneos, los mds reconocidos comprenden las anomalias uterinas y las
anomalias cromosdmicas estructurales balanceadas, también se incluyen defectos en
la fase luteal, desérdenes sistémicos maternos, desoérdenes endocrinos, y desordenes
autoinmunes. No obstante, a pesar de los enormes avances en el estudio de parejas
con aborto recurrente, en el 50% de los casos, no han sido encontradas las causas que
expliquen las pérdidas (Lee R.M. and Silver R.M., 2000).

Actualmente estd en discusion el reconocimiento de algunas causas tales como;
las infecciones maternas, desdrdenes aloinmunes y mosaicismos de baja proporcion
en cromosomas sexuales, como posibles responsables de muchas de las pérdidas en
estos pacientes que experimentan aborto recurrente y que posiblemente son
subdiagnosticados (Christiansen O.B., et. al., 2005., Kuo P.L. and Guo H.R., 2004).

Desde el punto de vista citogenético, la presencia de mosaicismos de baja
proporcion con aneuploidias en cromosomas sexuales, se han asociado con desarrollo
sexual anormal y falla reproductiva, evidenciada en amenorrea primaria o secundaria,
infertilidad y/o falla ovarica prematura, sin embargo, permanece muy oscura su
relacion con el aborto recurrente. Por ello, surge la necesidad de realizar un
diagndstico citogenético mds extensivo a nivel convencional y molecular, para

analizar un mayor numero de células y corroborar la presencia real de un mosaicismo



de baja proporcion, con respecto a los estudios de rutina que pueden llegar a dar un

subdiagndstico o generar dudas sobre la veracidad de sus hallazgos.



2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Actualmente, los andlisis citogenéticos de rutina sobre productos de aborto es
una practica poco comun, por muchos factores tales como; la omision misma del
estudio citogenético dentro del repertorio de exdmenes autorizados por las entidades
promotoras de salud, imposibilidad del estudio por envio inapropiado de las muestras
(Formol, Transporte), seleccion inadecuada del tejido, entrega tardia de la muestra al
laboratorio, contaminacion de los cultivos o falla en el crecimiento celular. Esta
problemadtica ha repercutido de manera importante en el manejo de las parejas con
pérdida recurrente de la gestacion, porque se pierde por completo el referente
genético que estas muestras Unicas e irrepetibles pudiesen brindar.

A esta gran problematica, se suma la poca disponibilidad de estudios genéticos
que diagnostiquen en las parejas, factores etioldgicos relacionados con la pérdida
habitual de la gestacion.

Como un aporte a esta problematica, surgi6 el interés de implementar a nivel
citogenético, un proceso diagnostico mds extensivo con pruebas convencionales y
moleculares que permitieran hallar en las parejas con aborto recurrente desbalances
cromosdmicos, como los mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales,
que al ser poco asociados con esta entidad patoldgica, muchas veces han sido
subdiagnosticadas y por ende subestimado el factor genético en las parejas.

Se espera dar aportes citogenéticos a la comunidad médica y cientifica para
decidir y justificar investigaciones futuras en este tipo de parejas y para plantear la
consejeria reproductiva mds adecuada en quienes intentan entender el porqué sus

embarazos culminan en pérdidas y con base en ello decidir sobre un nuevo intento.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia de mosaicismos de baja proporcién en cromosomas sexuales,

en una poblacioén colombiana de parejas con antecedente de aborto recurrente.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFIiCOS

Realizar un estudio citogenético caso — control para el diagnostico de
mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales en parejas con aborto
recurrente, mediante técnicas convencionales (Bandeo GTG) y moleculares

(Hibridacion in situ con Fluorescencia).

Valorar los factores diagnosticos encontrados durante el proceso de evaluacion

clinico — patoldgica de las parejas con aborto recurrente.

Realizar interpretaciones sobre los hallazgos citogenéticos y clinicos en las
parejas con aborto recurrente, especialmente en aquellas que estén afectadas por

mosaicismo de baja proporcidon en cromosomas sexuales.



4.1

4  ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

ASPECTOS HISTORICOS DE LA CITOGENETICA

La citogenética es un area de la Genética que estudia todo comportamiento o

evento celular, basado en el analisis de la estructura y funcion de los cromosomas y

sus asociaciones con fenomenos genéticos y el desarrollo organico, fisico y

poblacional de los organismos. Los avances historicos en este campo son los

siguientes:

1875, Eduard Strasburger, registro las primeras observaciones de
cromosomas en plantas.

En 1879 — 1889 Walter Flemming, report6 observaciones cromosomicas en
animales.

1952, Hsu T.C. y Tjio J.H., identificaron 48 cromosomas humanos

1956, Levan A., identifico los 46 cromosomas humanos

1959, Lejeune J. y col, reportaron la trisomia 21 como primera
cromosomopatia y a partir de alli se constituyd en un campo propio de estudio
dentro de la Genética Médica.

1960, Primera conferencia en Denver sobre el Sistema de Nomenclatura
Citogenética Internacional para Cromosomas Humanos (ISCN).

1968 Caspersson y col., implementaron las técnicas de bandeo cromosomico.
1981, Langner et al., describieron la técnica de Hibridacion in situ con
Fluorescencia (FISH)

1986, Pinkel, et al., mejoraron la descripcion de la técnica de FISH

1990, Nederlof, et al., describieron el FISH multicolor

1990, Senger,G et al., reporto la técnica de microdiseccion sobre cromosomas
bandeados.

1996, Schrock et al., implementaron la técnica de Cariotipo Espectral (SKY) e
Hibridizacion Genémica Comparativa (CGH) (Barch, et al., 1997)

4.2 CARIOTIPO

El analisis cromosdmico se puede realizar en diferentes tejidos como, sangre

periférica, liquido amnidtico, piel (Dermis), médula dsea, nodulos linfaticos,

testiculos, sangres leucémicas, tumores sélidos, fluidos pleurales y sangre fetal o de

recién nacido; pero también en células que han sido estimuladas en cultivo para entrar

en activa division como linfocitos sanguineos (Barch, et. al., 1997).



El cariotipo es una forma de analisis cromosdmico que se basa en el ordenamiento

estandar de los cromosomas contenidos en una célula, de acuerdo con su tamano,

localizacion del centroémero y patrén de bandeo. Comprende técnicas de cultivo

celular in vitro para analizar cromosomas durante la profase tardia o la metafase,

estadios en los cuales estdn mas condensados y con una morfologia mas definida que

permite ordenarlos, compararlos y analizarlos. Con base en el criterio de tamafio y

posicidn del centromero los cromosomas pueden ser de cuatro tipos:

Metacéntricos: Si el centromero estd localizado en la parte media del
cromosoma designando dos brazos sensiblemente iguales.

Submetacéntrico: Si el centromero estd mas cerca de uno de los extremos del
cromosoma, determinando claramente un brazo corto o p (petit) y uno largo o
q (por ser la letra del alfabeto que le sigue a la p).

Acrocéntrico: Si el centromero esta situado hacia uno de los extremos
quedando un brazo p muy reducido poco observable. En el caso de los
humanos se observan dos pequefias estructuras similares a palillos de tambor
denominados satélites.

Telocéntricos: Si carece totalmente de brazo corto. En el caso de los humanos

no existe este tipo de cromosomas (Salamanca, 1993)

Al aplicar los criterios de organizacion aportados por el cariotipo y el patron de

bandas ha sido mas facil la ubicacion de los pares homologos en grupos morfoldgicos

que en el caso de los humanos comprende 7 grupos designados con letras asi:

Grupo A: Son los metacéntricos grandes, que incluyen los pares homdlogos 1,
2 y 3, aunque el 2 es submetacéntrico

Grupo B: Son los submetacéntricos grandes, que incluyen los pares
homologos 4 y 5.

Grupo C: Son los submetacéntricos medianos, que incluyen los pares
autosomicos del 6 al 12 y el cromosoma X.

Grupo D: Son los acrocéntricos grandes, que incluyen los pares homologos
13, 14 y 15 caracterizados por presentar satélites en sus brazos cortos.

Grupo E: Son los submetacéntricos pequefios, que incluyen los pares
homologos 16, 17 y 18, aunque el par 16 tiende a ser metacéntrico.

Grupo F: Son los metacéntricos pequeios, que incluyen los pares homologos
19y 20.



= Grupo G: Son los acrocéntricos pequeios, que incluyen los pares homologos

21 y 22 que presentan satélites en sus brazos cortos y el cromosoma Y, que

aunque es morfologicamente acrocéntrico carece de satélites y constituye

junto con el X el par 23, tnico del cariotipo no homoélogo estructuralmente

(Barch, et. al., 1997, Solari, 1999, Rooney, 2001, Therman, and Susman,

1993).

Existen polimorfismos cromosdmicos que se definen como variantes
cromosOmicas en tamafo, estructura y forma, a los que no se les ha asociado ningtin
tipo de patologia especifica o anormalidad cromosdémica. Su frecuencia en la
poblacion, es mas elevada de lo que se esperaria en una tasa normal de mutacion
recurrente (es decir que es mucho mas habitual que una mutaciéon comun). En algunos
casos, dichos polimorfismos contribuyen a identificar el origen paterno o materno de
las anormalidades cromosdmicas. Algunos de los polimorfismos més habituales son
los relacionados con:

» Tamano: (Longitud del cromosoma) son cambios en la longitud de algunos
segmentos cromosomicos.
» Brazos cortos, tallos y satélites: en cromosomas acrocéntricos, cuando los

brazos cortos aparecen de tamafio aumentado (p+) o con aparente delecion (p-

) y los tallos y satélites aparecen duplicados en tandem o separados. También

pueden presentar variacion en la intensidad de tincion o fluorescencia.

= Constricciones secundarias o zonas heterocromaticas: Corresponden a zonas
de heterocromatina constitutiva, son ampliamente polimoérficas en la
poblacion humana en cuanto a su tamafio, se encuentran en las regiones
proximales de los brazos largos de los cromosomas 1, 9 y 16, la porcién distal
del brazo largo del cromosoma Y y los brazos cortos y satélites de los
cromosomas acrocéntricos. Estas regiones portan distintos tipos de ADN
satélite o altamente repetitivo (Barch, et. al., 1997, Rooney, 2001).

42.1 TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO

Las técnicas de bandeo, permiten visualizar un patrén caracteristico de cada
cromosoma, haciendo posible comparar los cromosomas individualmente y los
miembros de un par homologo. La identificacion de las bandas toma como referencia
ideogramas estandar (esquema que representa la distribucion normal de las bandas

cromosdmicas obtenidas bajo una técnica particular) los cuales varian segun el nivel



de resolucion de los cromosomas. Es asi como en cromosomas metafasicos, el
numero total de bandas detectables en todo el cariotipo humano no pasa de 400. Sin
embargo, cuando se observan cromosomas prometafasicos, el nimero de bandas
puede llegar a sobrepasar las 1000, siendo un patron de bandeo de alta resolucion que
difiere del anterior por el desdoblamiento de bandas metafasicas en subbandas
(Solari, 1999, Rooney, 2001). (Figura 1)

Las técnicas de bandeo cromosémico mas utilizadas sobre cromosomas
metafasicos y prometafasicos son bandeo GTG (Giemsa — Tripsina), bandeo RT
(Replicacion tardia), bandeo Q (Quinacrina), bandeo C (Centromérico), bandeo T
(Telomérico) y bandeo NOR (Organizadores nucleolares). (Salamanca, 1993, Verma,
R.S. and Babu, A. 1995).

4.2.2 CARIOTIPO ANORMAL

Las anomalias cromosdmicas o cromosomopatias son interesantes desde
varios puntos de vista biologicos; resultan ttiles para profundizar en la funcién génica
a escala genomica, revelan aspectos importantes de la meiosis y de la arquitectura
cromosdmica, constituyen herramientas muy utiles para la manipulaciéon gendémica
experimental y permiten profundizar en los procesos evolutivos. De igual forma, su
conocimiento es basico para la genética médica y para la evaluacion de las
enfermedades de causa cromosomica (Griffiths, et. al., 2000, Moreno Garcia y col.,
2004).

El amplio rango de anormalidades cromosomicas, dado a partir del
complemento diploide normal de la especie humana conduce a fetos no viables que
usualmente se abortan en el primer trimestre, sin embargo, las pequenas variaciones
del patrén normal que conducen al nacimiento de nifios con diferentes tipos de
defectos o malformaciones, dependen de la naturaleza de la anormalidad y de los
cromosomas involucrados en la alteracion. Desde 1959, se describio la primera
anormalidad cromosémica humana, la trisomia 21, que caracteriza el Sindrome de
Down y a partir de alli la citogenética humana se constituyd en un campo de gran
interés para la completar los analisis acerca del origen y patogenia de muchas
anormalidades. Las cromosomopatias se observan en un 0.5 a 0.7% de los recién
nacidos vivos; se encuentran en un 6% de los fallecimientos en la época perinatal y en

un 50% de los abortos espontaneos (Moreno Garcia y col., 2004).
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Las anomalias cromosdmicas humanas se dividen en tres grupos; las numéricas, las

estructurales y los mosaicismos:

422.1 ANOMALIAS NUMERICAS:

Las anomalias numéricas son causadas por la pérdida o ganancia de contenido
cromosdmico, pueden ser a nivel somico (aneuploidias) involucrando monosomias,
trisomias, tetrasomias y doble trisomias) y a nivel ploidico (euploidias aberrantes)

como triploidias, tetraploidias y poliploidias.

4222 ANOMALIAS ESTRUCTURALES:

Las anomalias estructurales son causadas por rompimientos cromosomicos,
seguidos por la pérdida o reordenacion de los fragmentos afectados, ocasionando una
alteracion en el patron morfologico y distribucion del bandeo normal de los
cromosomas. Pueden ser estables, es decir, que se mantienen constantes durante las
sucesivas divisiones celulares del organismo (delecion, duplicacion, translocacion,
insercion, inversion e isocromosoma) o inestables cuando no se mantienen constantes
durante las sucesivas divisiones celulares del organismo conllevando a que el
individuo pueda tener muchas poblaciones celulares con diferentes constituciones con
respecto a la anormalidad original (cromosoma en anillo, dicéntrico, tricéntrico,

fragmento acéntrico, triradio y cuadriradio) (Barch,1997).

4.2.2.3 MOSAICOS O MIXOPLOIDIAS:

Son anormalidades en las cuales coexisten en un mismo organismo dos o mas
lineas celulares cromosdémicamente diferentes, cada condicion detectada en el
mosaico debe ser vista como minimo en dos células. Las lineas celulares presentes en
un mosaico, pueden presentar diferentes complementos cromosémicos, de tal forma
que no siempre se encuentra una linea celular normal. Los mosaicos pueden contener
células normales, con lineas aneuploides y/o euploides aberrantes, o solo lineas
celulares anormales con aneuploidias y/o euploidias aberrantes e incluso con
rearreglos estructurales (Solari, 1999, Thompson MW., 1991, Moreno Garcia y col.,
2004).

Los principales efectos genéticos de estos diferentes tipos de rearreglos
cromosOmicos pueden conducirse hacia la perdida de material genético, ganancia de
material o relocalizacion de segmentos cromosdmicos. La pérdida de material

cromosdmico, puede ser causada por pérdida de cromosomas enteros (monosomias),
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deleciones o translocaciones no balanceadas. La teoria patogenética estandar sostiene
que tales cambios pueden remover genes vitales para el funcionamiento normal del
individuo. La ganancia de material genético puede darse por errores en la segregacion
dando lugar a trisomias o polisomias mas extensivas. La duplicacién de regiones o
segmentos cromosomicos particulares pueden también conducir a un producto génico
desbalanceado o sobreexpresado. En todos los casos, un simple efecto de dosis puede
ser un mecanismo por medio del cual el DNA extra es influyente en el fenotipo del
individuo. La relocalizacion de secuencias a nivel intracromosomal (inversiones) o
intercromosomal (translocaciones e inserciones) interfieren en la alteracion de la
regulacién génica o conllevan a formar nuevos genes de fusion patogenéticamente

importantes (Klung, and Cummings, 2000, Moreno Garcia M. y col., 2004).

4.2.3 NOMENCLATURA CITOGENETICA

Se ha establecido un “Sistema Internacional de Nomenclatura para
Citogenética Humana” (SINCH = ISCN en inglés) por medio del cual la descripcion
del cariotipo normal y anormal esta estandarizada. Este Sistema de Nomenclatura se
cred a partir de la necesidad de categorizar los casos normales y anormales y de
lograr una comunicaciéon comun entre investigadores, médicos, citogenetistas y
demas profesionales relacionados con el area. El comité de soporte del ISCN
recomienda que este sistema de nomenclatura sea usado en otras especies.

Las primeras conferencias fueron llevadas a cabo en 1960 en Denver, 1963 en
London y 1966 en Chicago y debido a que en esa época ain no se habian
estandarizado las técnicas de bandeo cromosdémico, la nomenclatura se basé sobre
cromosomas no bandeados, describiendo y organizandolos por tamafo, localizacién
del centromero y proporcion del brazo. En 1971, un afio después de reportarse las
técnicas de bandeo cromosomico se realizé en Paris la conferencia que establecio el
primer marco de referencia que sefial las reglas para describir los cromosomas
bandeados por coloraciones fluorescentes y no fluorescentes. Este sistema original se
sometio a varias revisiones y redefiniciones (Paris 1975, Stockholm 1977, Paris 1970,
Memphis 1994), la tltima revision reportada en 1995 produjo el manual de uso actual
para Nomenclatura Citogenética Internacional (ISCN., 1995).

La denominacion de un cariotipo comienza con el nimero cromosémico,
continiia con la formula sexual y después se inscriben las diferentes anormalidades

cromosdmicas designadas por sus respectivas abreviaturas en letra mindscula y
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especificando los cromosomas, regiones, bandas y subbandas implicadas (46, XX o
46,XY). El ISCN, estableci6 para descripcion de las anormalidades parametros
especificos para la designacion del cariotipo, éstos usan simbolos de comprension
internacional encaminados a explicar el tipo de rearreglo, puntos de rotura vy
estructura morfologica de los cromosomas derivados que intervinieron en los
rearreglos. Para descripcion de las anomalias estructurales existe tanto un sistema

corto como un sistema detallado de nomenclatura.(Tabla 1)

4.2.3.1 NOMENCLATURA DE MOSAICISMOS DE BAJA PROPORCION

Si bien el Sistema actual de nomenclatura define un mosaico cromosémico
como la presencia de dos o mas lineas celulares con un complemento cromosdémico
particular hallado en por lo menos dos células, no da un nimero minimo de metafases
a analizar para excluir un mosaico, ni muestra porcentajes minimos y maximos de
células aneuploides requeridas para definir un mosaicismo de baja proporcion. En la
practica citogenética es notorio, que al observarse una anormalidad en cromosoma
sexual en un bajo porcentaje de las células, se sospeche que sea un artefacto. Sin
embargo, en reportes sobre estudios citogenéticos en parejas con aborto recurrente o
infertilidad, el manejo de sus resultados, deja como evidencia que no existe un
consenso sobre la definicion de mosaicismo ni mosaicismo de bajo nivel (Morel F.,
etal., 2002).

En varias investigaciones en parejas con aborto recurrente e infertilidad, los
autores consideran que para incluir una anomalia en un mosaico, deben observarse
dos o0 mas células con la misma alteracidon, no obstante, el nimero de metafases
analizadas de base es diferente entre los estudios (15, 20, 25 y 30 metafases), asi
como el numero de metafases leidas cuando se extiende el conteo para confirmar un
posible mosaico (50, 100 o 150) y el criterio para extender o no el conteo (hallazgo de
2 células con la misma anomalia en las primeras 15 metafases leidas o de 1 anomalia
en las primeras 16, 20 o 30 metafases). Todas estas variaciones, en muchos de los
casos limita la comparacion de los resultados. Igualmente, la definicion de
mosaicismo de baja proporcion es variable en la comunidad cientifica, la mayoria de
los autores lo definen como la presencia de menos del 10% de células anormales y
otros menos del 6% (Morel F., et al., 2002).
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ABREVIACIONES USADAS POR EL ISCN 1995

ace Fragmento acéntrico

del Delecion

der Cromosoma derivativo

dic Dicéntrico

dup Duplicacion

fra Sitio Fragil

1 Isocromosoma

ins Insercion

inv Inversion o Invertido

mar Cromosoma marcador

p Brazo corto

q Brazo largo

qr Cuadriradial

r Cromosoma en anillo

trc Tricéntrico

t Translocacion

tr Triradial

SIMBOLOS

; Separa cromosomas alterados y puntos de rompimiento en
rearreglos estructurales involucrando mas de un cromosoma

() Rodea cromosomas alterados estructuralmente y rompimientos

+ Ganancia

- Pérdida de material
Se rompio y se reuniod

/ Separa lineas celulares en la descripcion del mosaico

- Desde hasta

Tabla 1. Simbolos y abreviaciones mas comunes usados en el Sistema
Internacional de Nomenclatura para Citogenetica Humana (ISCN., 1995).
Abreviaciones y simbolos a tener en cuenta en la descripcion de los cariotipos, segun
las normas actuales de nomenclatura.
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Se conoce desde 1961 que las aneuploidias en cromosomas sexuales en
cultivos de linfocitos estan relacionadas con la edad en ambos sexos, no obstante, son
mas incrementadas en mujeres que en hombres, siendo la pérdida del cromosoma X
mas frecuente que la ganancia en mujeres. Un profundo incremento de células
hipodiploides ha sido observada en mujeres entre 45 y 60 afios de edad por algunos
citogenetistas mientras que por otros se ha observado en mujeres mayores de 60 afios.
Por estas razones es importante que estudios de aneuploidias en caso control, los
individuos control tengan la misma edad de las pacientes en orden a eliminar el
efecto de la edad sobre el riesgo de aneuploidia (Morel F., et al., 2002).

43 ABORTO ESPONTANEO
De acuerdo con la definicion planteada por la Organizacion Mundial de la

Salud desde 1977, en la comunidad cientifica el aborto es definido como “la
expulsion o extraccion de su madre de un embrion o feto que pese 500g o menos”. En
Estados Unidos y Australia el término aborto espontaneo es usado para la pérdida
inesperada y no planeada del embarazo antes de las 20 semanas de gestacion, después
de este tiempo la pérdida es definida como muerte fetal intrauterina o parto prematuro
(Cramer,D.W., and Wise, L. A, 2000, Schreck and Silverman, 2002).
A nivel mundial, la incidencia de un aborto espontdneo ha sido estimada por varios
autores entre un 10 a 15% de todas las gestaciones, mientras que la prevalencia de
dos pérdidas oscila entre un 2 a 4% y las de tres pérdidas consecutivas en menos del
1%. Los datos epidemiologicos muestran que el riesgo de un subsiguiente aborto en
una mujer con al menos un hijo recién nacido es aproximadamente del 24% después
de una pérdida clinica, 40% después de dos y 32% después de tres abortos
espontaneos consecutivos, en las mujeres que no tienen hijos nacidos vivos, la tasa de
pérdida fetal es del 46% si la mujer tiene al menos una pérdida fetal anterior. El
riesgo de incidencia incrementa con la edad para mujeres después de los 33 afos y
para los hombres después de los 53 afios (Roberts, C.P. and Murphya A.A., 2000).

Estas prevalencias varian dependiendo las diferencias en los métodos de
estimacion de la tasa de pérdida fetal; pues el aborto espontaneo se ha subdefinido
sobre hallazgos patoldgicos y edad gestacional de la pérdida, los cuales contemplan la
evaluacién de la subunidad beta Gonadotropina Corionica Humana (B-HCG) en la

gestacion temprana o evaluacion de embarazos reconocidos clinicamente. Del 10 al
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15% de los embarazos clinicamente reconocidos, culminan en aborto, frecuentemente
durante el primer trimestre del embarazo:
= EMBARAZO BIOQUIMICO: Se presenta cuando la subunidad p - HCG
materna es positiva dentro de los 10 dias después de la ovulacion sin
evidencia adicional de embarazo ni subsecuente disrupcion del ciclo
menstrual.
= ABORTO PRECLINICO: Ocurre anterior a la sexta semana de gestacion
debido a falla en implantacién o aborto seguido de la implantacion.
= EMBARAZO ANEMBRIONADO: Se presenta saco gestacional vacio
usualmente diagnosticado por ultrasonido entre las 5 y las 7 semanas de
gestacion.
= ABORTO SILENCIOSO: Se evidencia partes fetales desorganizadas sin
actividad cardiaca retenido en el Gtero por varias semanas, mas alla del tiempo
de la muerte fetal.
= ABORTO INEVITABLE COMPLETO E INCOMPLETO: Expulsion
completa o incompleta del feto entre las semanas 7 y 10 de gestacion por

contraccion del utero y dilatacion del cervix (Schreck and Silverman, 2002).

43.1 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN PERDIDA FETAL

La causa mas comun de aborto es la presencia de complementos
cromosdmicos anormales. Aunque la frecuencia de anormalidades cromosomicas en
recién nacidos examinados esta en un rango entre 0.5 a 0.7%, se ha estimado que la
tasa de concepcion es muchas veces mas alta. Esta, reduccion de hasta 40 veces en la
frecuencia de cromosomopatias entre la concepcion y el parto se debe a la pérdida
selectiva de fetos anormales durante la gestacion (Schreck and Silverman, 2002,
Rubio C., et. al., 2003).

Las anomalias cromosdmicas son responsables del 60% de todos los abortos
esporadicos y del 29% al 60% de los abortos recurrentes. Un estudio retrospectivo
norteamericano realizado por Hogge,W.A. et.al., en 489 muestras de aborto, pone en
evidencia que las alteraciones cromosomicas son causa de la pérdida del embarazo
entre un 50 a 80% de los casos, dependiendo de la edad materna y la edad gestacional
en el momento de la pérdida. Goddijn and Leschot recopilaron datos citogenéticos de
4696 abortos espontaneos reportados en 11 estudios a nivel mundial entre 1987 y

1998, el porcentaje acumulado de anormalidad cromos6mica, que mostrd un rango de
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38 a 83%, fue del 49%. En una recopilacion similar realizada por Yusuf and Naeem
de 10 estudios de aborto entre 1986 a 2002, exhibié un porcentaje del anormalidad
del 50% con un rango de 28 a 80% (Goddijn and Leschot, 2000, Schreck and
Silverman, 2002, Hogge,W.A. et. al., 2003, Yusuf and Nacem, 2004, Carp H., et. al.,
2004).

Ademas, estos autores como muchos otros, han observado en los abortos
estudiados, mayor frecuencia de cultivos con complemento 46,XX, Yusuf and
Naeem, reportan en productos de aborto una tasa de cariotipos normales de 0.75,
igualmente Stephenson publica un 53.3% de complementos femeninos normales con
una tasa de 0.87. Yusuf and Naeem plantean que el exceso de complementos
cromosomicos femeninos detectados en material abortado es un resultado que
contrasta con el porcentaje casi idéntico entre cariotipos femeninos y masculinos
detectados tanto en estudios prenatales en vellosidades coridnicas en embarazos
continuados como en poblacion de recién nacidos (Stephenson M.D., et al., 2002).

Los posibles mecanismos que pueden estar involucrados en este fenomeno:
son la inactivacion anormal del cromosoma X o la presencia de rearreglos
submicroscopicos. Goddijn and Leschot muestran que la inactivacion anormalmente
sesgada del cromosoma X durante las primeras etapas del desarrollo embrionario ha
sido encontrada con mayor frecuencia en abortos recurrentes cuando es comparado
con controles (7/48=14.6% vs. 1/68=1.5% p< 0.01) y (14/76 =18% vs. 6/111=5%,
p<0.001). Asi mismo, Bell et al. en 1999, plantean que los cariotipos de abortos
femeninos “normales” de productos de aborto, pueden portar rearreglos
submicroscopicos no detectados por citogenética convencional, tal como fue
demostrado a través de técnicas de Reaccion de Cadena Polimerasa (PCR) e
Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH) donde en muestras archivadas de
abortos femeninos normales, estudiados por citogenética convencional, se ubicaron
en un 29% secuencias especificas de cromosoma Y, indicadoras de una translocacion
no evidente. Sin embargo, a pesar de estas explicaciones, no se puede descartar del
todo que el exceso de complementos cromosdémicos normales femeninos, representen
posiblemente la contaminacion de los cultivos con células maternas. (Goddijn M. and
Leschot N.J., 2000, Schreck and Silverman, 2002, Yusuf and Nacem, 2004 ).

La clasificacion de las anormalidades cromosdmicas en los reportes
internacionales, se subdividen en alteraciones numéricas, estructurales y

mosaicismos. En la literatura mundial se muestra en orden descendente de frecuencia,
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un mayor porcentaje de anomalias numéricas, estructurales y mosaicos, aun en
estudios con poco niimero de pérdidas. En el reporte isracli de Carp, H. et. al. (2001),
sobre 125 abortos espontdaneos, 36 (29%) fueron anormales, predominando las
anomalias numéricas (94%) sobre las estructurales (6%), este estudio no reporta
mosaicos. Igualmente en la recopilacion realizada por Goddijn and Leschot de 4696
abortos reportados mundialmente, predominan las anomalias numéricas (86%) sobre
las estructurales (6%) y otras, donde se incluyen los mosaicismos (8%) (Goddijn M.
and LeschotN.J.,2000, Carp, H. et. al., 2001).

Las cromosomopatias en aborto incluyen en su mayor parte aneuploidias,
particularmente trisomias en cromosomas autosomicos, las cuales abarcan el 50% de
los fetos anormales citogenéticamente. Todas las trisomias autosémicas han sido
documentadas en abortos, frecuentemente las incluyen los cromosomas 13, 14, 15,
16, 21 y 22, sin embargo, hasta la actualidad no se ha documentado la trisomia 1. La
mayoria de las trisomias autosomicas se pierden entre las semanas 7 y 12 de la
gestacion, la trisomia mas comun (30% de todas las trisomias) vista en los abortos de
primer trimestre es la trisomia 16, la cual sélo ha sido asociada con un desarrollo
embionario minimo y letalidad embrionaria. Las trisomias con complementos
cromosomicos 47, XXX, 47,XXY y 47,XYY son raramente observadas en abortos
(0.2%) y frecuentemente sobreviven a término (Goddijn M. and LeschotN.J.,2000,
Carp, H. et. al., 2001, Schreck and Silverman, 2002, Yusuf and Naeem, 2004, Rubio
C.,et. al., 2003).

Después de las trisomias, la monosomia del cromosoma X, evidenciada
cromosOmicamente como 45,X, es la alteracion mas frecuente, la cual ocurre en un
20% de las pérdidas dadas en el primer trimestre principalmente entre las 12 a 14
semanas de gestacion. Las monosomias autosomicas son raramente encontradas y se
piensa que son responsables de los abortos preclinicos. Las triploidias abarcan el 15%
de abortos citogenéticamente anormales y se presentan entre las 7 a 17 semanas de
gestacion, las triploidias mas frecuentes (66%) son resultado del fendémeno de
dispermia principalmente o de espermas diploides que producen complementos
69, XXX y 69,XXY en el cigoto. Las tetraploidias, observadas sobre el 5% de los
abortos cariotipados, cuyos complementos cromosdomicos son 92, XXXX o
92,XXYY, son dadas por fallo en el clivaje celular durante la primera divisién
mitotica posfecundacion, los abortos tetraploides ocurren entre las 10 a 14 semanas

de gestacion.
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So6lo 2% de los abortos espontaneos cariotipados son caracterizados por
anormalidades estructurales no balanceadas, donde la mitad de éstas son de novo. Las
familias que portan anormalidades cromosomicas estructurales, tienen un riesgo
incrementado de presentar aborto recurrente (Schreck and Silverman, 2002, Rubio C.,
et. al., 2003).

Los mosaicismos cromosdmicos son poco frecuentes en productos de aborto.
Dependiendo si el evento “mutacional” es anterior o posterior a la diferenciacion de
los compartimentos embridnicos y corionicos, el mosaicismo puede ser confinado en
la placenta, en el embrion o en ambos. Goddijn and Leschot y Cuur han reportado
que la localizacion de las diferentes lineas celulares que constituyen el mosaico
permiten formular posibles fenomenos para explicar la naturaleza de los mosaicos.
Asi como las lineas celulares normales de los mosaicismos pueden denotar un
mecanismo de supervivencia gestacional cuando éstas se encuentran confinadas en la
placenta, las lineas celulares anormales también pueden ser indicadoras de un
mosaicismo fetal generalizado, de un evento anormal in vitro o de un error
cromosomico que es restringido a tejidos extraembrionarios. Frente a estos dos
ultimos aspectos, Goddijn and Leschot indican que los mosaicismos confinados en la
placenta a pesar de ser el principal origen de resultados falsos positivos en embarazos
viables, de igual forma, tienen una importante correlacion con la muerte de células
fetales, pues se ha comprobado un alto porcentaje (19%) de aborto en mosaicismos
confinados en la placenta (10/54 abortos), con respecto a los confinados en el
embrion (2% - 1/54) y en la placenta y embrion (1% - 1/54) (Goddijn and Leschot,
2000)

Las lineas celulares 46,XX presentes en los mosaicos posiblemente son
indicadoras de contaminacion celular materna, puesto que en muchos casos son
muestras de legrado que entremezclan altamente el material fetal y materno, y a pesar
de seleccionar cuidadosamente los tejidos fetales en el momento de la siembra,
pueden cultivarse células maternas de las cuales se derivarian probablemente las
lineas celulares 46,XX.

Las pérdidas del embarazo después de la semana 15 de gestacion cominmente
no son de origen cromosdmico. Aunque se ha recomendado desde 1990 por Stirrat
realizar el estudio citogenético a partir del segundo aborto espontaneo, en la

actualidad cada vez son mas los especialistas que recomiendan dicho estudio en todas
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las pérdidas (Goddijin M. and Leschot N.J., 2000, Silvestre E. Y col., 2002, Mufieton
C.ycol., 1998).

43.1.1 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN PERDIDA FETAL
REPORTADAS A NIVEL NACIONAL

Mediante una busqueda manual de los antecedentes bibliograficos en
Colombia. Se encontr6 un estudio citogenético en Aborto Espontaneo, reportado por
Muiieton C.M. y col. en 1998, el cual fue realizado en el Laboratorio de Genética
Meédica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia.

El objetivo de la investigacion fue realizar un estudio citogenético y
morfoldgico en productos de aborto espontdneo con edad gestacional menor de 20
semanas, recolectadas en el periodo de Septiembre de 1996 y Octubre de 1997. Este
trabajo surgid por el antecedente de que en algunos casos los hallazgos macro y
microscopicos en productos de aborto se pueden correlacionar con el cariotipo,
permitiendo sospechar de esta forma una determinada alteracion cromosdmica
cuando por razones técnicas fallan los estudios citogenéticos.

Las muestras obtenidas contenian embriones, fetos y/o membranas o material
proveniente de curetajes realizados después de un aborto espontdneo incompleto e
inevitable. Los estudios morfoldgicos para caracterizacion fenotipica de los productos
incluy6 andlisis de fotografias, medidas biométricas, caracterizacion del tejido
macroscopicamente (en membranas o sacos gestacionales rotos). Ademds en cada
caso se procedioé a completar un formato con informacion sobre antecedentes de las
gestantes (edad, abortos previos y evolucion de la gestacion hasta el momento de la
pérdida).

A las preparaciones cromosomicas obtenidas de los cultivos de tejidos se les
realizd bandeo G y RT, analizando entre 10 y 50 metafases. Posteriormente se
compararon los estudios morfologicos y citogenéticos para establecer una correlacion
entre el fenotipo y el cariotipo.

De los 84 abortos espontdneos remitidos, 16 fueron descartados por
contaminacion (9) o por ausencia de tejidos adecuados (7) y 68 fueron estudiados. De
este ultimo grupo, 47 carecian de embrién o feto y de los 21 restantes, 3 fueron
embriones y 18 fueron fetos. A los 21 productos mencionados, se les pudo realizar
estudio morfologico y a 60 estudios citogenéticos, de los cuales 26 fueron no exitosos
y 34 exitosos. Es importante mencionar que la correlacion cariotipo-fenotipo solo se

pudo realizar en 3 productos, puesto que de los 21 estudiados morfolégicamente, solo
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3 fueron remitidos para estudio citogenético debido a que los restantes presentaban
maceracion, muerte temprana con retencion o condiciones inadecuadas de
recoleccion y envio (Formol) que imposibilitaron el cultivo celular o mostraron pobre
crecimiento.

De los 34 productos de aborto espontaneo que presentaron cariotipo, el 50%
fueron normales y el otro 50% fueron anormales. Dentro de las alteraciones
encontradas se reporta un 58.8% de monosomia X (10 productos), un 29,4% de
mosaicismos (46,XX/45,X en 2 productos, 46,XX/46,XY en 2 productos y
46,XY/45,X en 1 producto), 5.9% de trisomia (47,XX,+C) y 5.9% de tetraploidia
(92,XXYY) correspondientes a un producto respectivamente.

De los 21 casos examinados, 12 (57.1%) presentaron algin tipo de
anormalidad morfologica o del desarrollo, siendo un porcentaje alto para un nimero
de muestra tan pequefio. En cuanto a la asociacion cariotipo-fenotipo, realizada en los
3 productos mencionados, se sefialé que un feto de 12 semanas morfologicamente
normal presentd cariotipo 46,XX, un feto de 16 semanas con rasgos morfoldgicos de
posible Sindrome de Turner presentd efectivamente un cariotipo 45,X y el feto
restante de 10 semanas estaba macerado y mostrd6 un complemento cromosémico
normal 46,XX.

Se concluyen aspectos como presencia de muestras no aptas para estudio
citogenético que limitan la correlacion morfologica con el cariotipo, frecuencia alta
(75%) de aborto en el primer trimestre del embarazo y existencia de alta probabilidad
de presentar anomalias cromosOomicas en aquellos productos de aborto espontaneo
que muestren evidencia de retardo en el crecimiento o malformaciones (Mufieton, y
col., 1998, Ramirez J.L., 1998).

44 ABORTO RECURRENTE

La definicion ginecologica clasica del aborto recurrente es la pérdida
consecutiva de tres o mas embarazos antes de la semana 20 de gestacion, sin
embargo, en la practica médica algunos especialistas incluyen en esta categoria a las
parejas que presentan dos pérdidas consecutivas, incluso la mayoria de médicos
consideran apropiado considerar una pareja como abortadora recurrente aun si las
pérdidas no son consecutivas. Un estimado del 1% de las parejas que logran el
embarazo sufren tres 0 mas pérdidas consecutivas y un 5% tienen dos o mas pérdidas
consecutivas. La diferencia entre aborto recurrente y aborto espontaneo se ha

realizado sobre la presuncion que el aborto recurrente tiene una etiologia distinta al
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aborto esporadico dado de manera espontanea (Lee R.M. and Silver R.M., 2000,
Cramer, D.W., and Wise, L. A, 2000).

Los datos empiricos muestran que una historia de pérdida del embarazo
incrementa el riesgo de aborto en subsecuentes embarazos, éste riesgo va aumentando
a medida que se suman las pérdidas consecutivas, es decir que el riesgo de aborto sin
una historia previa de aborto es del 12%, después de una pérdida es del 24%, de tres
del 32% y de 6 o mas el riesgo es incrementado a un 53%. Los factores que pueden
influenciar sobre este riesgo recurrente de pérdida del embarazo, incluyen la pérdida
después del primer trimestre, historia de un parto pretérmino, problemas de
infertilidad, edad materna y la pérdida de un feto cromosémicamente normal.

Tradicionalmente, la evaluacion y tratamiento comienza después de la tercera
pérdida de la gestacion. Sin embargo, se ha demostrado que el riesgo de aborto
espontaneo después de dos pérdidas sucesivas es similar al riesgo después de tres o
mas abortos consecutivos, asi dependiendo de la edad de los pacientes, las mujeres
con dos o mas abortos son candidatas para una evaluacion de las causas reconocidas
de pérdida recurrente de la gestacion.

La evaluacion de parejas con aborto recurrente contempla la indagacién de
causas como factores genéticos (60%), desordenes metabolicos y hormonales (20 al
40%), anormalidades anatomicas (15 a 27%), factores infecciosos (1 a 2%),
desordenes autoinmunes (20 al 40%), desordenes trombofilicos y causas aloinmunes.
No obstante, existen casos de causa idiopatica en mas del 50% de las parejas (Lee
R.M. and Silver R.M., 2000, Lanasa,M.C. and Hogge W. A., 2000, Stephenson M.D.
et. al., 2002). (Tabla 2)

4.4.1 ASPECTOS GENETICOS DEL ABORTO RECURRENTE

Desde el punto de vista genético, en la evaluacion de parejas con aborto
recurrente, han sido identificado dentro de un 3 a 5% factores como las anomalias
cromosdmicas (numéricas, estructurales y mosaicismos), las cuales son la causa mas
comun de pérdida del embarazo en el primer trimestre, defectos monogénicos (ej:
mutaciones en genes que predisponen a la no — disyuncion y al origen de
aneuploidias), inactivacion preferencial del cromosoma X (18% de las parejas) e

impronta génica.
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CAUSAS GENETICAS
60%

Anormalidades cromosdmicas fetales o mutaciones monogénicas

Anomalias estructurales parentales (translocaciones e inversiones)

Mosaicismos cromosdmicos (Mosaicismos en linea germinal)

Inactivacion preferencial del cromosoma X

Impronta génica

Desordenes letales ligados a X

Desordenes monogénicos

CAUSAS ANATOMICAS
15 al 27%

Mullerianas:

Utero doble (bicorneo, septado y didelfo), arqueado o unicorneo

Agenesia segmental o hipoplasia (cervix incompetente)

Exposicion a Dietilestilbestrol (DES)

Adquiridas:

Sindrome Asherman’s (Sinerquia uterina severa)

Leiomiomatosis

Endometriosis y Miomas

CAUSAS HORMONALES
20 al 40%

Defecto Fase Luteal

Desordenes tiroideos

Diabetes mellitus no controlada

Hiperprolactinemia

Sindrome de ovario poliquistico

Hiperandrogenismo
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CAUSAS INMUNOLOGICAS
20 al 40%

Autoinmunes:

Sindrome de antifosfolipidos (Anticoagulante ludico y Anticardiolipina)

Autoanticuerpos de tejido tiroideo (anti-tiroglobulina y peroxidasa tiroidea)

Aloinmunes:

Compatibilidad de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLAs) entre parejas

Ausencia de anticuerpos maternos leucocitotoxicos

Ausencia de anticuerpos bloqueadores maternos

Inmunodesviacién Thl o Th2

CAUSAS TROMBOFILICAS

Estados de hipercoagulacion

Hiperhomocistinemia

Deficiencia del factor XII activado

Mutacion en el factor V de Leiden

Deficiencia de Antitrombina 11

Deficiencia de Proteina C

Deficiencia de Proteina S

Mutacion en el gen de Protrombina (factor II)

Mutacion en el gen metilen tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

CAUSAS INFECCIOSAS
la2%

Toxoplasma gondii

Chlamidia trachomatis

Micoplasma hominis

Ureoplasma urealyticum

Brucella abortus

Rubéola
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Virus Herpes Simple

Citomegalovirus

Virus melas

Coxsackievirus

Papilomavirus

Virus adenoasociados

CAUSAS AMBIENTALES O

Exposicion prolongada a alcohol, cigarrillo o cocaina

Radiaciones ionizantes

Quimicos:

QUIMICAS Arsénico, Benceno, Anilina, Oxido de Etileno, formaldehido, Mercurio
Drogas:
Colchicina
Polizoospermia
FACTOR MASCULINO Oligospermia

Hinchamiento Hipo-osmotico bajo

CAUSAS IDIOPATICAS
>50%

L?

Tabla 2. Factores etioldgicos asociados con pérdida fetal. Los factores estan clasificados en las categorias genéticas,
hormonales, inmunes, infecciosas, trombofilicas, anatomicas, masculinas, ambientales y quimicas. La significancia de
muchas de ellas son debatidas o pendientes por comprobar en estudios mas extensivos.
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44.1.1 ANOMALIAS CROMOSOMICAS

El proceso diagndstico de anomalias cromosémicas involucra el estudio citogenético
para determinar si uno de los miembros de la pareja es portador de una anormalidad
cromosdémica que pueda explicar las pérdidas. La pérdida de un feto
cromosdémicamente normal, aumenta el riesgo de pérdida en un subsecuente
embarazo, lo que sugiere la influencia de otros factores, en este tipo de pérdidas
(Fryns and Van Buggenhout, 1998, Hogge W.A. et. al., 2003, Stephenson M.D: et.
al., 2002). Son muchos los estudios citogenéticos prospectivos y retrospectivos
reportados a nivel mundial en parejas con diagnostico de aborto recurrente, que
reportan la alta incidencia de anormalidades cromosOmicas constitucionales, éstas
contemplan con mayor frecuencia rearreglos estructurales balanceados. Los mas
comunes son las translocaciones balanceadas, cubriendo las translocaciones
reciprocas un 60% y las translocaciones robertsonianas un 40%. También se han
reportado inversiones, que no implican la pérdida ni ganancia de material genético o
en los casos donde ocurre pérdida de material cromosémico, ésta llega a ser no
significativa clinicamente. En la pareja, estos rearreglos son detectados con una
frecuencia dos veces mayor en la mujer con historia de pérdida de la gestacion, pues
los rearreglos estucturales masculinos estan mas frecuentemente asociados con
infertilidad (Fryns and Van Buggenhout, 1998, Lee R.M. and Silver R.M., 2000,
Schreck R. And Silverman N., 2002).

Las translocaciones balanceadas en cromosomas autosémicos y
translocaciones robertsonianas predisponen a la alteracion en conformacion
estructural de las tétradas durante la meiosis y la consecuente produccion de gametos
genéticamente no balanceados que dan como resultado fetos no viables con
condiciones trisdmicas 0 monosdmicas o fetos portadores del rearreglo que pueden
llegar a término. El riesgo de aborto en parejas con translocaciones reciprocas esta
aproximadamente entre el 25 al 50% y con translocaciones robertsonianas es
aproximadamente el 25%. Estudios prospectivos de parejas portadoras de
translocaciones balanceadas indican que el 80% de sus embarazos culminan en
aborto, 16% conducen al nacimiento de descendencia saludable y del 4 al 6% pueden
presentar nacimientos con rearreglos cromosémicos no balanceados, particularmente

cuando el rearreglo parental ha sido evaluado por su historial de pérdidas mas que por
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la presencia de nacimientos anormales. (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Schreck R.
and Silverman N., 2002).

En las parejas con inversiones cromosdmicas no se ha establecido un riesgo
preciso de pérdida de la gestacion. Estas han sido identificadas sobre el 0,3% de
abortos recurrentes y las parejas que las portan tienen un riesgo entre el 4% al 8% de
tener recién nacidos anormales. Este riesgo es altamente dependiente sobre el tipo de
inversion, asi, las inversiones paracentricas casi siempre originan gametos no viables
con cromosomas acentricos o dicentricos a diferencia de las inversiones pericéntricas
donde se pueden producir gametos no balanceados, con duplicaciones o deleciones.
Las inversiones comunmente reportadas son inv(9)(pl12ql3) y inv(2)(pl1ql2), se
piensa que su asociaciéon con pérdida recurrente o descendencia anormal es poco
probable debido a que el loop creado durante la profase I de la meisois contiene
heterocromatina, en la cual el entrecruzamiento es suprimido, ademas se han
reportado en poblacién normal; catalogandose por la gran mayoria de los autores
como un polimorfismo cromosémico (Thompson M:W.et al., 1991, Barch M., 1997,
Schreck R. and Silverman N.,2002, Fryns, J.P. and Buggenhout G.V., 1998).La
presencia de desordenes heredados con baja viabilidad estan también asociadas con
pérdida recurrente del embarazo. Esto ocurre frecuentemente en casos con desérdenes
dominantes ligados a X como por ejemplo, el Sindrome de Aicardi, Condrodisplasia
Punctata, Hipoplasia Dermal Focal, Incontinencia Pigmentaria, Sindrome
Orofaciodigital o el Sindrome Rett. También en mujeres con pérdida recurrente, se ha
asociado la inactivacion sesgada del cromosoma X (> 90% de las células muestran el
mismo X activo como rasgo opuesto al 50% esperado por azar). Este fendmeno
anormal es dado posiblemente por la presencia de una delecion deletérea en un
cromosoma X, sin embargo, este mecanismo de seleccion a partir del cual resulta una
inactivacion preferencial, se ha asociado con aborto espontanco (Schreck R. And
Silverman N., 2002).

4.4.1.1.1 MOSAICISMOS DE BAJA PROPORCION EN CROMOSOMAS
SEXUALES EN PAREJAS CON ABORTO RECURRENTE

También se ha reportado en estos pacientes un bajo porcentaje de
anormalidades en cromosomas sexuales, entre las cuales se incluyen los mosaicismos
de baja proporcion en cromosomas sexuales cuya significancia en este tipo de
pacientes estd por elucidar, pues alin son controversiales las observaciones sobre si

los mosaicismos son artefactos del cultivo, un fendmeno relacionado con la edad o es
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una indicacion de disfuncién ovéarica. Algunos reportes muestran frecuencias de
mosaicismos de baja proporcion en pacientes con pérdida recurrente o infertilidad
(Schreck R. And Silverman N.,2002, Kuo P.L. and Guo H.R.,2004).

En el estudio oriental de Kuo P.L. and Guo H.R., se repota en 18 mujeres con
mosaicismo en el cromosoma X, 16 tenian lineas celulares 45,X, incluyendo 14 con
mosaicismo 45,X/47,XXX/46,XX y dos con mosaicismo 45,X/46,XX. Dos pacientes
presentaron mosaico 47,XXX/46,XX. Las parejas de estas mujeres presentaron
cariotipo normal. Segun el punto de corte establecido con una poblacion control sin
antecedente de aborto, estos autores definieron como cambios clonales, la presencia
de 3 o mas células 45,X y 2 o mas células para determinar una linea 47,XXX. Ellos
proponen que estas aneuploidias en cromosoma X tienen un efecto adverso sobre la
calidad de los oocitos y el resultado del embarazo (Kuo P.L. and Guo H.R.,2004).

4.4.1.1.2 ABORTO RECURRENTE EN MUJERES CON MOSAICISMO DE
BAJA PROPORCION EN CROMOSOMAS SEXUALES

El reciente estudio oriental de Kuo P.L. and Guo H.R, ha sido el primero que
ha direccionado los mecanismos y factores de riesgo para pérdida habitual de la
gestacion en madres con mosaicismos de baja proporcion en cromosoma X.
Comparando estos pacientes con mujeres portadoras de rearreglos estructurales
balanceados en cromosomas autosémicos, establecieron una incidencia
significativamente mas alta de reserva ovarica disminuida (44.4% de los casos) y
anormalidades uterinas como Utero septado y bicérneo (16.7% de los casos), los
cuales son factores cominmente implicados en la etiologia del aborto recurrente
espontaneo. Ademas encontraron que la tasa de aborto en mujeres con reserva ovarica
disminuida fue més alta con respecto a aquellas que no presentaban esta alteracion
(68.6% Vvs. 44.1%) y complementario a ello tienen una sutil elevacion en el porcentaje
de cariotipos anormales en sus productos de aborto (73.7% Vvs. 42.9%), los cuales
presentaron primordialmente aneuploidias como trisomias 13, 15, 16, 18,21 y22yla
monosomia de X (45,X) como la anormalidad més frecuente. Esto es respaldado por
la valoracion de los cientificos Freeman et al. y Kline et al., quienes consideran que
existen factores de riesgo adicionales a la edad materna avanzada que influencian
sobre la presencia de aneuploidias (trisomias) en productos de aborto, entre ellos se
encuentran el niimero folicular reducido en los ovarios, alteraciones en proteinas que
afectan la metilacion del DNA o la segregacion cromosomica durante la meiosis (Kuo
P.L. and Guo H.R.,2004, Robinson W.P., et al., 2001).
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Adicionalmente, existen otros reportes internacionales que comprueban la alta
incidencia de aborto espontdneo con respecto a nacidos vivos de madres con
mosaicismos en cromosomas sexuales, sin embargo, en sus nacimientos vivos se
reporta alta incidencia de muerte neonatal, anormalidades congénitas y
cromosomicas. El estudio Singh et. al. analizdo 97 concepciones en 31 madres con
mosaicismo en cromosoma X y encontrd que el 75% de los fetos fueron anormales,
50% culminaron en aborto espontaneo y 25% presentaron anomalias genéticas o
congénitas. Un estudio retrospectivo francés realizado por Nivelon — Chevallier A. et.
al. (1988), sobre seguimiento obstétrico de 60 pacientes con mosaicismo en
cromosoma X, puso en evidencia que el 23% de ellas podrian tener hijos nacidos con
anormalidad cromosémica (Trisomia 21, Trisomia 13, Monosomia X, Mosaico
45,X/46,X,i (Xq), 48,XXXX, 49, XXXXXY vy del5p-) (Singh D.N. et. al.,1980,
Nivelon — Chevallier A. et. al., 1988).

4.4.1.1.3 FACTORES DE RIESGO Y CONSEJERIA GENETICA EN MUJERES
CON MOSAICISMOS DE BAJA PROPORCION EN CROMOSOMAS
SEXUALES

La presencia de mosaicismos de baja proporcion con aneuploidias en cromosomas
sexuales, se ha asociado con desarrollo sexual anormal y falla reproductiva, que se
evidencia en factores de riesgo como; aborto espontaneo, amenorrea primaria o
secundaria, disminucion de la reserva ovarica, infertilidad y falla ovarica prematura.
La asociacion entre mosaicismos de baja proporcion en cromosoma X y dafios
gonadales actualmente han sido explicados desde diferentes hipotesis:

» La primera fue planteada por Burgoyne y Baker en 1984, quienes proponen
que durante el emparejamiento meiotico en células aneuploides 45X y
47,XXX se puede causar muerte prematura de células germinales.

» La segunda hipdtesis es que la calidad de los oocitos puede estar influenciada
por deficiencia o sobreexpresion de productos génicos especificos sobre el
cromosoma X.

= La tercera hipétesis estd basada en que los mosaicismos en cromosoma X
pueden ser una manifestacion de un control genético anormal en la disyuncion
cromosdmica. Los defectos en los procesos de mitosis o meiosis, pueden
ocasionar un dafio gonadal incluyendo meiosis aberrantes y atresias oociticas.

La significancia clinica de los mosaicismos de baja proporcion en cromosoma X,

tanto para las pacientes mismas como para su descendencia a la hora de establecer el
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riesgo genético individual, se fundamenta actualmente en estas tres hipdtesis: En
primera instancia, el factor clinico - patoldgico relacionado con la reserva ovarica
disminuida (disminucién en el pul de oocitos) y la falla ovarica prematura (pérdida de
la funcionalidad folicular en mujeres menores de 40 afios de edad), conllevan a la
implementacién de terapias encaminadas a optimizar la funcidon ovarica en estas
pacientes quienes buscan extender su espacio de vida reproductiva o mejorar su
fertilidad.

Ademas, teniendo en cuenta que los mosaicismos en cromosoma X pueden
conducir a la disminucion de la reserva ovdrica y a un control genético anormal en la
disyuncidon cromosomica, existe el riesgo que un oocito en estado suboptimo del
desarrollo pueda llegar a ser foliculo dominante y sea propenso a suftrir no disyuncion
cromosomica, lo cual estaria ligado con letalidad embrionaria, evidenciada en el
aborto recurrente y la alta frecuencia de aneuploidias en los productos de aborto
espontaneo de estas mujeres. Por tales razones, la consejeria genética debe promover
la realizacion de un diagnostico prenatal en este tipo de pacientes, para descartar la
presencia de aneuploidias en su descendencia (Niverlon —Chevallier et. al., 1988, Wu
R.C., 1993, Mau U.A,, et. al., 1997, Peschka B., et. al., 1999, Burton K., et. al. 2000
y Kuo P.L. and Guo H.R., 2004).

4.4.1.2 DESORDENES UNIGENICOS

Existen desordenes monogénicos asociados con aborto recurrente, tales como,
distrofia mioténica (enfermedad autosomica dominante), Alfa Talasemia Mayor y
displasias esqueléticas letales (Displasia Tanatoforica y Osteogénesis imperfecta tipo
II). También una anormalidad monogénica que tiene un posible rol en aborto
recurrente, es la mutacion en el factor V de Leiden (abordada en la seccion de
desordenes trombofilicos) (Goddijn M. and Leschot N.J., 2000, Laurino M.Y. et al.,
2005).

4.4.1.3 INACTIVACION PREFERENCIAL DEL CROMOSOMA X

La inactivacion del cromosoma X (Lionizacion) es un proceso a través del
cual se inactiva en el desarrollo embrionario temprano uno de los dos cromosomas X
presente en cada una de las células femeninas de mamiferos, esto ocurre como parte
de un evento de compensacion de dosis. Aunque este proceso es al azar, en promedio

el cromosoma X materno es inactivado con mayor frecuencia que el cromosoma

29



paterno. Ocasionalmente, cuando se presenta la inactivacion de un alelo en >90%, se
habla de un proceso anormal inactivacion preferencial, no azaroza del cromosoma X,
esto ha sido observado en el 2% de recien nacidos y 4,5% de mujeres en edad
reproductiva (Ward, K.J., 2000).

La inactivacion preferencial del cromosoma X se puede dar por azar o por
anormalidades cromosomicas sutiles sobre el cromosoma X, siendo éstas la causa del
incremento en la tasa de aborto espontaneo. Entre ellas se encuentran, las deleciones
en el cromosoma X o mutaciones que son letales para fetos masculinos hemicigoticos
portadores del cromosoma X anormal, translocaciones X-autosoma y mosaicismos
trisémicos en linea germinal (Ward, K.J., 2000). Se ha comprobado con ensayos
moleculares de restriccion, sensibles a metilacion, que mujeres con aborto recurrente
presentan mayor porcentaje de inactivacion preferencial con respecto a individuos
control y todas ellas tienen cariotipo normal, presumiblemente, se piensa que estas
mujeres portan mutaciones ligadas a X o mosaicismo en linea germinal. En
complemento a lo anterior, se han estudiado productos de aborto espontaneo de
mujeres con inactivacion preferencial en el cromosoma X y 7 de 9 (78%) muestras
fueron aneuploides, mientras 15 de 40 (21%) abortos de mujeres con inactivacion
normal fueron aneuploides (p=0.03). También de manera global, la inactivacion
preferencial del cromosoma X ha sido encontrada con mayor frecuencia en abortos
recurrentes cuando son comparados con controles (7/48(14,6%) vs. 1/68(1,5%)
p<0,01) y (14/76(18%) vs. 6/111(5%) p<0.001) (Goddijn M. and Leschot N.J., 2000,
Ward, K.J., 2000).

4.4.1.4 IMPRONTA GENOMICA

La impronta gendmica se refiere a la expresion diferencial de material
genético a nivel génico o cromosdémico, que da como resultado un cambio en la
estructura o funciéon de un organismo. Este efecto se basa sobre el origen parental de
los genes involucrados y se piensa que es resultado de la metilacion diferencial de los
diferentes puntos del genoma. La contribucién genética parental parece ser esencial
para el desarrollo y funcién de la placenta y tejidos extraembrionarios, mientras que
la contribucién materna es requerida para el desarrollo embrionario (Ward, K.J.,
2000).

Varias alteraciones se han asociado con impronta genémica, es el caso de los

teratomas de ovario los cuales son caracterizados por un cariotipo diploide con ambos
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juegos haploides de origen materno, las molas hidatidiformes son usualmente
diploides pero tienen dos juegos haploides paternos, también en triploidias humanas
demuestran que existe una funcion diferencial en la contribucion parental de cada
cromosoma, pues concepciones androides presentan dos juegos paternos y uno
materno mientras las ginoides presentan dos maternos y uno paterno, cada una tiene
una expresion fenotipica particular (Ward, K.J., 2000).

Otro posible mecanismo de aborto relacionado con efecto de impronta génica
es la disomia uniparental, en la cual ambos pares homodlogos son heredados de un
solo parental. Esta condicion puede resultar en una anormalidad letal en la
concepcion, dependiendo si las regiones con impronta estan involucradas. Debido a
que la impronta causa que un d4rea o secuencia gendémica sea inactivada
reversiblemente, un evento mutacional puede silenciar una secuencia vital en el
desarrollo embrionario temprano o contrariamente, causar una inapropiada expresion
de uno o varios genes (Ward, K.J., 2000).

4.4.1.5 OTROS MECANISMOS GENETICOS

Otros mecanismos genéticos que pueden jugar un rol importante en la
etiologia de los abortos son los desordenes multifactoriales y anormalidades en los
cromosomas espermaticos. En los desérdenes multifactoriales los mecanismos
genéticos involucran mutaciones o variantes génicas de varios loci en combinacion
con factores ambientales desconocidos. Un ejemplo de ello, son los defectos en el
tubo neural asociado con ingesta insuficiente de acido félico y con una incidencia 10
veces mas alta en abortos que en nacimientos vivos.

En cuanto a anormalidades en cromosomas espermaticos se ha visto que en parejas
con aborto recurrente, los hombres presentan con respecto a un grupo control, mayor
frecuencia de roturas  (18/308(6%) vs. 10/413(2%)) y fragmentos acéntricos
(25/308(8%) vs. 10/413(2%)) en los espermatozoides, lo que da indicios de
inestabilidades genomicas que de una u otra forma pueden llegar a ser responsables
de las pérdidas. Carrell et al. (2003) encontraron un incremento en la tasa de
aneuploidias para los cromosomas 13, 18, 21, X y Y por Hibridaciéon in situ con
Fluorescencia en espermatozoides de los padres de los embarazos que culminaron en
aborto. Se ha especulado que las aneuploidias pueden ser resultado de mosaicismos
en linea germinal o de un proceso mas general de no disyuncion. La prevalencia

observada de anormalidades cariotipicas identificadas en parejas con aborto

31



recurrente, podrian incrementar con la implementacion rutinaria de técnicas de
citogenética molecular (ej.: Hibridizacion gendémica comparativa o sondas
subteloméricas) para aumentar la deteccion de pequefios rearreglos y desbalances
cromosomicos (Goddijn M. and Leschot N.J., 2000, Laurino M.Y. et al., 2005).

442 CAUSAS ANATOMICAS

La mayoria de malformaciones uterinas ocurren esporadicamente y abarcan el
15 a 27% de los abortos recurrentes. Las pérdidas debidas a anormalidades uterinas
parecen ocurrir con mayor frecuencia en el segundo trimestre y del 10 al 15% en el
primer trimestre, sin embargo, la edad gestacional de las pérdidas depende del tipo de
anormalidad uterina presentada.

Las anormalidades anatomicas pueden clasificarse como congénitas y
adquiridas. En el primer grupo se encuentran las fallas en el desarrollo Mulleriano,
tales como; Agenesia segmental o hipoplasia, utero didelfo, bicérneo, septado,
arqueado y las anomalias relacionadas con exposicion a Dietilestilbestrol (DES),
aunque actualmente este agente no es usado con frecuencia. Dentro de las adquiridas
se encuentran las adhesiones intrauterinas postraumaticas (Sindrome de Asherman’s)
o Leiomiomatosis. Aun sigue siendo motivo de discusion si los miomas son una
causa de aborto recurrente, se piensa que grandes y multiples miomas localizados en
la regién submucosa pueden afectar la implantacion y de esta forma incrementar el
riesgo de aborto (Propst, A.M. and Hill I1I, J.A., 2000, Laurino M.Y. et al., 2005).

Las anormalidades congénitas mas comunes son el utero doble septado y
bicérneo y en menores casos el didelfo, ya que cuentan con el 50% de las
anormalidades uterinas en estas mujeres. Las frecuencias de embarazos en mujeres
con utero septado varian entre un rango del 25% a >90%, incluso se ha visto que las
mujeres con utero septado tienen mas pobre éxito en los embarazos con respecto a las
mujeres con utero bicérneo. El tratamiento de las malformaciones uterinas
contemplan la metroplastia y con mejor recomendacion, la reseccion histeroscopica
para el utero septado, el clivaje cervical y unificacion quirtirgica de las cavidades
uterinas en el utero bicorneo (Lee R.M. and Silver R.M., 2000).

Algunas mujeres expuestas a Dietilestilbestrol (DES), desarrollan una
estructura uterina anormal, que contempla utero en forma de T, pobre
ensanchamiento del segmento uterino, margenes uterinas irregulares, constricciones

uterinas e hipoplasia uterina. Las sinequias uterinas severas (Sindrome de
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Asherman’s) pueden ser corregidas con lisis histeroscopica, colocacion de un aparato
intrauterino y administracion de estrogenos seguido por cirugia (Lee R.M. and Silver
R.M., 2000).

Otras anormalidades uterinas contempla los ovarios poliquisticos asociados con
aumento en la concentracion basal de la hormona luteinizante y cervix incompetente,
los cuales estan asociadas con pérdidas en el segundo trimestre del embarazo (Lee
R.M. and Silver R.M., 2000).

443 CAUSAS HORMONALES Y DESORDENES METABOLICOS

El defecto en la fase luteal ha sido hasta el momento una causa controversial de la
pérdida recurrente de la gestacion. Es bien conocido que la progesterona es necesaria
para la implantacion exitosa del embridn y el matenimiento del embarazo temprano,
por ello se ha considerado por algunos cientificos que la deficiencia de progesterona
durante la fase luteal puede ser una causa comun de aborto recurrente, pues cuenta
con el 25 a 40% de las pérdidas durante el primer trimestre. Aunque la efectividad de
tratamientos hormonales no ha sido comprobada con amplios estudios prospectivos,
se ha recomendado la progesterona solamente para pacientes en quienes se ha
diagnosticado firmemente el defecto en la fase luteal por biopsia endometrial o
niveles seriales de progesterona (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Roberts, C.P. and
Murphya A.A., 2000, Stephenson M.D. et. al., 2002).

Varias disfunciones tiroideas son asociadas usualmente con infertilidad, mas que
con aborto recurrente, no obstante, la presencia de autoanticuerpos de tejido tiroideo
(¢j., anti-tiroglobulina y peroxidasa tiroidea) ha sido implicada con aborto recurrente,
al igual que el hiper o hipotiroidismo se han asociado con la pérdida temprana del
embarazo. Adicionalmente, la diabetes poco controlada también se ha visto
relacionada con esta etiologia. No hay evidencia convincente sobre la influencia de
desordenes endocrinoldgicos sistémicos asintomdticos ni de los desordenes
metabolicos como causa de pérdida recurrente de la gestacion (Lee R.M. and Silver
R.M., 2000, Roberts, C.P. and Murphya A.A., 2000, Laurino M.Y. et al., 2005).

Rai et al. (2000) reportaron que la prevalencia de Sindrome de Ovario
Poliquistico en mujeres con aborto recurrente en un 40.7% (n = 895/2199), sin
embargo como la tasa de nacidos vivos no es estadisticamente diferente entre mujeres
con ovarios normales y aquellas con ovarios poliquisticos, la morfologia ovarica no

parece ser un factor de riesgo para aborto recurrente (Laurino M.Y. et al., 2005).
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Finalmente, varios estudios han mostrado una correlacion entre elevados niveles
de androgenos (Hiperandrogenismo) y/o hormona LH en aborto recurrente. Uno de
los mecanismos es que la maduracion del oocito puede ser activada prematuramente y
esto puede conducir a la ovulacion y fertilizacion de oocitos inmaduros. Sagle M. et
al., (1988) asociaron el alto nivel de androstenediona con pérdida recurrente en
comparacion con individuos control normalmente fértiles, aun en ausencia de ovario
poliquistico. La diferencia fue mucho mas alta en la fase folicular. Una explicacion
puede ser que la insulina y el factor de crecimiento semejante a la insulina son
capaces de estimular la produccion de androgenos, pero parece ser que la elevacion
de la LH es requerida también para este efecto. Asi mismo, es importante el efecto
antagonista que los andréogenos pueden tener sobre los receptores de estrogenos del
endometrio, a través de su interaccion con los receptores de estrogenos. Igualmente,
los androgenos pueden trabajar directamente sobre el endometrio a través del receptor
de androgenos (Roberts, C.P. and Murphya A.A., 2000).

4.44 CAUSAS INMUNOLOGICAS

Las causas inmunoldgicas parece ser un significante componente en aborto
recurrente, pero hasta la fecha, no existe un diagnostico definitivo ni regimenes de
tratamiento efectivos (Laurino M.Y., et al., 2005).

44.4.1 CAUSAS AUTOINMUNES

El Sindrome de Antifosfolipidos es un desorden autoinmune caracterizado por la
presencia de niveles significativos de anticuerpos antifosfolipidos y se ha relacionado
clinicamente con pérdida recurrente de la gestacion en un 15 a 40% de las mujeres
afectadas. También se ha relacionado con muerte fetal inexplicada o trombosis.
Especificamente, el Sindrome de Antifosfolipidos se ha asociado con muerte fetal de
segundo trimestre. Las mujeres con previas pérdidas por muerte fetal y altos niveles
de anticuerpos anticardiolipina inmunoglobulina G tienen en mayor riesgo de pérdida
fetal en embarazos subsiguientes en todos los tres trimestres (Lee R.M. and Silver
R.M., 2000, Fausett, B.M. and Branch, W.D., 2000, Laurino M.Y ", et al., 2005).

Aunque el Sindome de Antifosfolipidos se presenta en mujeres sin enfermedades
autoinmunes (Sindrome de Antifosfolipidos primario) también se ha asociado con
enfermedades autoinmunes (Sindrome de Antifosfolipidos secundario), como por

ejemplo el Lupus sistémico eritromatoso. El anticoagulante lipico y anticardiolipina
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son los dos anticuerpos antifosfolipidos mejor caracterizados y son recomendados
para confirmar este sindrome. Algunos autores han propuesto que mujeres con
anticuerpos antinucleares (ANAs) positivos, anti-SS-A, autoanticuerpos para
antigenos tiroideos (tiroglobulina y peroxidasa tiroidea) y perfiles de antianticuerpos
positivos, pueden presentar una condicidon autoinmune subclinica asociada con
pérdida recurrente de la gestacion, sin embargo, faltan estudios extensivos sobre este
aspecto (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Fausett, B.M. and Branch, W.D., 2000)

4.4.4.2 CAUSAS ALOINMUNES

Varios autores han propuesto que la compatibilidad del Antigeno Leucocitario
Humano entre parejas, la ausencia de anticuerpos maternos leucocitotoxicos o la
ausencia de anticuerpos bloqueadores maternos, son factores ligados a pérdida
gestacional recurrente, no obstante, sobre estas causas existen muchas controversias
sobre su asociacion real con el aborto recurrente (Porter, T.F. and Scott, J.R. 2000).

La respuesta inmune materna ante antigenos fetales (paternos) es un fenomeno
comuin en embarazos normales de mamiferos. Los anticuerpos son frecuentemente
citotoxicos y estan dirigidos contra los antigenos pertenecientes o no al complejo
mayor de histocompatibilidad. Se ha propuesto que estos anticuerpos citotoxicos
interfieren en la iniciacién exitosa o mantenimiento del embarazo. Sin embargo, éstos
no son capaces de dafiar el trofoblasto u otros tejidos fetales. El hecho es que estos
anticuerpos estan presentes en muchas mujeres con embarazos normales y son mas
comunes en parejas fértiles que en aquellas con aborto recurrente. La mayoria de
investigadores han concluido que la presencia de anticuerpos linfotoxicos es una
funcién del nimero y duracion de embarazos y que ellos no se relacionan con los
subsecuentes resultados del embarazo (Porter, T.F. and Scott, J.R. 2000).

También se ha sugerido que los anticuerpos bloqueadores antifetales bloquean
el desarrollo de una respuesta inmune celular. Si los anticuerpos bloqueadores no son
encontrados, puede ocurrir una respuesta aloinmune que podria ocasionar la pérdida
del embarazo. Se han formulado varias inconsistencias frente a la teoria. La primera
es que ellos no estan universalmente presentes en el suero de mujeres con embarazos
normales pero estdn frecuentemente presentes en pacientes con pérdida fetal.
Segundo, es que no hay evidencia que ellos sean la causa de la inhibicién en la
respuesta linfocitica mezclada. Tercero, que ratones con deficiencia de células B

tienen capacidad reproductiva normal. Finalmente, la presencia de estos anticuerpos
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no predice el resultado de subsecuentes embarazos. Al igual que los anticuerpos
linfocitotdxicos, los bloqueadores pueden ser simplemente una consecuencia mas que
la causa del éxito del embarazo (Porter, T.F. and Scott, J.R. 2000).

Una observacion que se piensa consistente con la hipotesis de los anticuerpos
bloqueadores, es el hecho que algunas parejas con aborto recurrente tienen la
tendencia a compartir antigenos leucocitarios humanos (HLAs). Si la madre y el
padre son antigénicamente similares, es menos probable que la madre desarrolle
anticuerpos bloqueadores hacia feto y asi incremente su riesgo de aborto.

Algunos investigadores han encontrado en parejas con aborto recurrente
emparejamientos en regiones HLA del complejo mayor de histocompatibilidad,
especialmente loci HLA-B y HLA-DR, al igual que se han establecido relaciones
entre diversos haplotipos HLA especificos y un riesgo incrementado de aborto. Por
ejemplo, se ha especulado que el rechazo del feto/embrion puede ocurrir en casos
donde el hombre y la mujer tienen alelos HLA-DQ estrechamente compartidos. Estos
antecedentes reportados, aun difieren en sus resultados con otros estudios, donde el
emparejamiento de HLA en este tipo de parejas no tuvo asociacion con las pérdidas
recurrentes (Porter, T.F. and Scott, J.R. 2000, Ward, K.J., 2000, Laurino M.Y., et al.,
2005).

A pesar de no haberse comprobado hasta ahora la importancia clinica de la
compatibilidad del Antigeno Leucocitario Humano entre parejas y haberse
demostrado por muchos estudios que la inmunizacion con células leucocitarias
humanas no mejoran el éxito del embarazo en mujeres con pérdida recurrente
idiopatica, se siguen empleado empiricamente varios regimenes inmunoterapéuticos
en este tipo de parejas, siendo esto un punto caliente de debate (Lee R.M. and Silver
R.M., 2000).

Con respecto a las causas aloinmunes, se ha involucrado la inmunidad tipo
Thl (células T ayudadoras) hacia el trofoblasto estas citoquinas pueden directa o
indirectamente ir en detrimento del crecimiento y diferenciacion celular placentario
temprano y ser toxicas para el desarrollo del embriéon. No obstante, se requieren
estudios mas extensivos sobre esta hipotesis y su relacion con el aborto recurrente
(Hill, J.A. and Choi B.C., 2000).
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4.4.5 DESORDENES TROMBOFILICOS

Los estados de hipercoagulacion, la hiperhomocistinemia y deficiencias en el
factor XII activado (Factor Hageman) se han relacionado con pérdida recurrente. La
asociacion de trombofilia y pérdida del embarazo fue confirmada por Schved JF., et
al., en un estudio prospectivo realizado en una cohorte de mujeres (n=843) con
desordenes trombofilicos hereditarios. La mayoria de defectos en la coagulacion se
han asociado con mutaciones G1691A en el factor V de Leiden (trombosis
placentaria), la mutacion G20210A de gen de la Protrombina (factor II) (disminucion
de la integridad vascular durante el desarrollo embrionario causando necrosis de
tejidos y muerte fetal) y la mutacion C677T en el gen metilen tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) (hiperhomocistinemia y desarrollo temprano de arterioesclerosis)
(Rai,R. and Regan,L. 2000).

Entre el 3 al 6% de individuos con ancestros europeos presentan la mutacion
en el factor V de Leiden, la cual fue descrita en 1994 por los grupos de Bertina RM,
et. al. y Dahlback B. et al. La mutacion involucra la sustitucion de un simple
nucleodtido en el gen del factor V en el nucledtido 1691 (G a A) que causa sustitucion
de aminoacido (Glutamina por Arginina) en la posicién 506 de la proteina del factor
V, ocasionando que la proteina sea resistente a la inactivacion proteolitica y por ende
al efecto anticoagulante, ejercido por la proteina C activada (Resistencia a APC). La
mutacion en el factor V de Leiden es la predisposicion genética mas comun a la
preclamsia severa, aborto espontdneo, infarto placentario y trombosis, pues es bien
conocido que cualquier factor materno que incremente la probabilidad de coagulacion
sanguinea, puede provocar trombosis en la placenta, posible insuficiencia placentaria
e infarto, muerte fetal y pérdida del embarazo (Lee R.M. and Silver R.M., 2000,
Goddijn M. and Leschot N.J., 2000, Ward K.J., 2000)

La mutacion en el factor V de Leiden tiene un riesgo incrementado de pérdida
tardia del embarazo, mientras que deficiencias de Antitrombina III, Proteina C o
Proteina S presentaron un riesgo significativamente incrementado de pérdida de
embarazo en el primer trimestre y muerte fetal (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Ra,
R. and Regan, L. 2000).

4.4.6 CAUSAS INFECCIOSAS

Las asociaciones entre ciertas infecciones maternas con el aborto recurrente aun

no estan del todo claras, ni mucho menos, los mecanismos por los cuales estos
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microorganismos causan el aborto. Por ejemplo, la infeccion materna con
Micoplasma hominis se ha asociado mas cominmente con una simple pérdida del
embarazo que con aborto recurrente, igualmente el citomegalovirus ha sido asociado
con aborto esporadico pero no recurrente, la infeccion con Ureoplasma urealyticum y
endometriosis subclinica también ha sido notada, pero su rol en aborto recurrente es
incierto. También se han incluido como posibles causas de aborto recurrente,
infecciones con Toxoplasma gondii, rubéola, virus del herpes simple, virus melas,
coxsackievirus y Brucella abortus, virus adenoasociados, Papilomavirus y Chlamidia
trachomatis. Actualmente, los cultivos o pruebas serologicas ya se han sustituido por
las pruebas moleculares que clarifican el status de colonizaciéon e infeccion de los
bacterias, parasitos y virus (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Laurino M.Y., et al.,
2005, Pandey, M.K., et al., 2005).

4.47 AGENTES QUIMICOS Y AMBIENTALES

Las valoraciones sobre la incidencia de un factor ambiental en el aborto
recurrente, reine observaciones en las cuales existe una exposicion prolongada de los
padres frente a este tipo de agentes. Sin embargo, la incorporacion de nuevas
variables como edad materna, dosis de una toxina potencial, duracién de la
exposicion, factores psicoldgicos y documentacion sobre las pérdidas de embarazo,
entran a jugar a la hora de relacionar un factor ambiental como posible responsable de
las pérdidas. Por las anteriores interacciones, no se puede sefalar un agente ambiental
como Unico responsable del aborto recurrente en un individuo, por ejemplo, la
frecuencia de aborto es 20 a 80% mas alta en mujeres fumadoras, sin embargo este
factor es estadisticamente insignificante cuando se cuentan con otros factores de
riesgo. No obstante, algunos factores de vital atencion en este aspecto podrian ser el
habito de fumar crénico, excesiva cafeina, consumo de alcohol o cocaina y ciertas
exposiciones cronicas ocupacionales (Laurino M.Y., et al., 2005, Pandey, M.K., et
al., 2005).

También se han propuesto como posibles causas la exposicion a quimicos
como Colchicina, Arsénico, Benceno, Anilina, Oxido de Etileno, Mercurio y
Formaldehido. También exposicion a radiaciones ionizantes (Roberts, C.P. and
Murphya A.A., 2000).
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4.48 FACTOR MASCULINO

Los factores masculinos frecuentemente asociados con aborto recurrente son
polizoospespermia (conteo espermdtico >250 mill/ml) y oligospermia (conteo
espermatico <20 mill/ml). Buckett WM, et al. (1997) encontraron que la prueba de
hinchamiento hipo-osmético fue significativamente mas baja en muestras de semen
de hombres en quienes su pareja experimenta aborto recurrente inexplicable en el
primer trimestre (Pandey, M.K., et al., 2005).

4.49 CAUSAS IDIOPATICAS

En mas del 50% de las parejas con pérdida gestacional recurrente no se ha
determinado la etiologia a pesar de una evaluacion extensiva que incluye los
cariotipos parentales, histerosalpingografias o histeroscopias, biopsia endometrial y
pruebas de anticuerpos antifosfolipidos, convirtiérndose el abordaje clinico y
psicoldgico en este tipo de parejas una situacion muy frustante tanto para las parejas
como para la comunidad cientifica. Sin embargo, se ha visto una tasa del 70% de
nacimientos vivos en este tipo de parejas quienes intentan y sin ningun tipo de
tratamiento quedan en embarazo (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, A. Garcia-
Enguidanos, 2002).

Este afio la Sociedad Nacional de Consejeria Genética de Estados Unidos, sugirio
el proceso de evaluacion y pruebas diagnosticas para el seguimiento de parejas con
aborto recurrente, igualmente la Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccion
Humana ha fomentado un proceso de evaluacion multifactorial del aborto recurrente
en cambio del modelo mono — etiologico tradicional (Laurino M.Y. et. al., 2005,
Christiansen O.B. et. al., 2005) (Figura 2).
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Obtencion de historias de
embarazo, médica y
familiar (primer y segundo
grado)

RM: RETARDO MENTAL

PA: PROBLEMAS DE
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Factores maternos (ej. Anatomia de
atero, anomalia cervical, Desorden ———»
endocrino e inmunolégico).
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dismorficos en el
paciente consultante.

Dismorfologia fetal /patologia
de placenta.
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venoso en paciente consultante y
familiares cercanos

Prolongada exposicion a
teratogenos cuantificada
(cigarrillo, alcohol y cocaina)
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Figura 2. Proceso de evaluacion y pruebas diagnosticas sugeridas para el seguimiento de parejas con aborto recurrente.
Recomendado por la Sociedad de Consejeria Genética (Tomado de Laurino M.Y. et. al., 2005).
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5 METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO:

Estudio Prospectivo Caso — Control.

52 POBLACION:

Parejas con antecedente de aborto recurrente

5.3 MUESTRA:
Parejas remitidas al Laboratorio de Biogenética del Centro Colombiano de
Fertilidad y Esterilidad (CECOLFES) para estudio citogenético por aborto recurrente,

en el periodo entre Enero a Septiembre de 2005.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSION:
= Parejas con antecedente de 2 o mas pérdidas antes de las 22 semanas de la
gestacion.
= Parejas abortadoras recurrentes en proceso diagnostico, con posible factor
genético.
» Parejas con antecedente de 2 o mas abortos con la misma pareja.

= Parejas abortadoras recurrentes sin restriccion de edad.

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSION:
» Parejas abortadoras recurrentes sin acceso a datos clinicos completos.

= Parejas abortadoras recurrentes que no desearon participar en el estudio.

5.6 POBLACION CONTROL PARA ESTUDIO CITOGENETICO:

Con el proposito de evaluar en el grupo control la presencia de mosaicismos de
baja proporciéon en cromosomas sexuales, se tuvo en cuenta que las mujeres de la
poblacion control, tuvieran la misma edad de las pacientes abortadoras, en orden a
eliminar el efecto de la edad sobre el riesgo de presentar aneuploidias. Los criterios
de inclusion fueron los siguientes:

Mujeres que tuvieran minimo dos hijos, sin antecedentes de hijos ni familiares
con malformaciones congénitas, ciclos menstruales regulares por lo menos hace tres

aflos, no haber tenido historia de aborto espontaneo o un cariotipo embridnico o fetal
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anormal en ellas o en su familia. Al igual que las parejas abortadoras, las mujeres
control no tuvieron exposicion ocupacional o médica a agentes clastogénicos o

genotoxicos.

5.7 VALORACION CLINICO — PATOLOGICA DE LAS PAREJAS

Las parejas fueron sujetas a un proceso diagnoéstico de rutina que involucro
examen fisico, sonografia pélvica, ecografia transvaginal y permeabilidad tubérica.
Segin criterio médico, se realizaron examenes hormonales, inmunoldgicos,
andrologicos y/o anatomicos que orientaran el proceso diagnostico de cada pareja:
Los estudios hormonales incluyeron Gonadotropinas (LH, FSH), Progesterona,
Prolactina, TSH y DHEA'S. Los inmunologicos; anticuerpos antinucleares (ANAS),
anticuerpos antineutréfilos (ANCAS), anticuerpos antifosfolipidos, anticoagulante
Lupico, perfil de inmunidad humoral y celular y/o anticuerpos bloqueadores. Los
andrologicos el espermograma y el acrosinograma y dentro de los anatomicos la
laparoscopia.

En todas las parejas los antecedentes familiares se indagaron mediante la

realizacion de genealogias.

5.8 ANALISIS CITOGENETICOS EN LAS PAREJAS

5.8.1 ESTUDIO POR CITOGENETICA CONVENCIONAL (BANDEO GTG)

El examen citogenético a la pareja y al grupo control comprendié el protocolo
estandar de cultivo de linfocitos de sangre periférica. Las células sanguineas fueron
cultivadas a 37°C con medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Médium
1640), Suero Fetal Bovino y el mitogeno Fitohemaglutinina M. Después 72 horas de
incubacion, el cultivo fue procesado con Colchicina (10pug/ml), Solucién Hipoténica
(KCI1 0.075 M) y Fijador de Carnoy (Metanol: Acido Acético Glacial 3:1) hasta
obtener en una lamina el extendido cromosémico al cual se le realiz6 protocolo de
coloracion diferencial por bandeo GTG. La lectura se realizd6 en un nivel de
resolucion de 450 —550 bandas por genoma.

Para la lectura de metafases, de inicio se analizaron 30 metafases y en los casos
en que se observaba la ganancia o pérdida de un cromosoma sexual en por lo menos
una célula u otro rearreglo cromosomico, el conteo fue extendido a 100 metafases

para confirmar el mosaicismo cromosomico de baja proporcion.
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Para no sesgar la observacion de aneuploidias, se tuvo presente no leer laminas
reventadas, ni metafases hiperdiploides con algin cromosoma de nivel de
condensacion diferente.

El criterio inicial para definir un mosaicismo tuvo en cuenta lo estipulado por el
ISCN de 1995. No obstante, se aplico el criterio de excepcion propuesto por Peschka
et al (1999), el cual plantea que si en el conteo se halla s6lo una célula con una
aneuploidia gonosomal ésta se descarta y el paciente serd catalogado negativo para
mosaicismo, pero si se encuentran dos o mas lineas celulares con anormalidades
numéricas en cromosoma sexual, la presencia de una séla célula anormal
caracteristica de cada linea celular, es suficiente para ser clasificada como
mosaicismo (E;: 45,X[2]/47, XXX[1]/46,XX[n>2] 0
45,X[11/47,XXX[1]/46,XX[n>2]). Debido a que en estos casos no se observa
clonalidad segun lo estipula el ISCN de 1995, en el presente estudio, las conclusiones
definitivas sobre estos posibles mosaicismos, se establecieron una vez realizado el
FISH en estos individuos.

El criterio para definir un mosaicismo de baja proporcion fue la presencia de
menos del 10% de células anormales, éste es el més frecuentemente reportado por la
comunidad cientifica en este tipo de estudios (Morel F., et al., 2002, Peschka B. Et
al., 1999).

5.8.2 ESTUDIO POR CITOGENETICA MOLECULAR (FISH)

Antes de descartar o aprobar cualquier caso como mosaicismo, se realizd prueba
confirmatoria por Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH). El FISH, se uso
como prueba concluyente para establecer desde el punto de vista citogenético el
diagnoéstico de mosaicismo de baja proporcidon en cromosoma sexual.

El estudio de Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH) se hizo empleando
sondas de cromosomas sexuales (X y Y) de la marca comercial Vysis. Cada paciente
tuvo su individuo control, de la misma edad y condiciones de cultivo, para orientar la
interpretacion del FISH. De manera general, después de obtener el extendido
cromosOmico, se incuban las laminas en una solucién de desnaturalizacion
(Formamida-2XSSC) por 5 minutos a 73°C, luego se deshidratan en tres
concentraciones diferentes de Etanol absoluto por 1 minuto a temperatura ambiente
(75%, 85% y 100%). Una vez preparada la sonda (7ul de Buffer de Hibridizacion,

2ul de agua desionizada estéril y 1 ul de sonda) se incuba por 5 min a 73°C y se
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agrega la solucion de 10 ul a la zona demarcada de la lamina, se cubre con laminilla
22X22 y se sella con cemento de goma para incubacion en camara himeda a 42 °C
por 17 horas. Pasado el periodo de hibridacion, se retira la laminilla y se incuba en
soluciones de lavado (0,4XSSC-NP40 0.3%) por 2 minutos a 73°C y por 1 minuto
(2XSSC-NP40 0.1%) a temperatura ambiente respectivamente, sin dejar secar las
laminas se agrega 10ul de solucion contrastante DAPI 1. Finalmente se hace la lectura
en microscopio de Fluorescencia de 1000 nucleos interfasicos.

La lectura se realiz6 a ciegas, desconociendo la proveniencia de cada uno de
los extendidos, ademas cuando fue necesario se observaron las células a juicio de un
segundo observador. Como criterios de lectura se tuvo en cuenta, intensidad
homogénea de las sefiales, nucleos de buena morfologia, no superpuestos y

extendidos cromosdmicos sin ruido de fondo.

5.9 EVALUACION DE LA RESERVA OVARICA

Medicion en las pacientes con mosaicismo de baja proporcidén en cromosomas
sexuales de la concentracion de FSH en suero, el dia tres del ciclo menstrual. Cada
paciente, tuvo como control una abortadora con cariotipo normal y una mujer normal
con criterios de inclusion del grupo control. Se define reserva ovarica disminuida
cuando se hallan concentraciones de FSH mayores a 12.0 mIU/ml. Se verifica que la
paciente haya tenido al menos 3 ciclos menstruales consecutivos después del ultimo
aborto espontaneo (Fanchin,R. et.al., 2003 y Kuo P.L. and Guo H.R., 2004).

5.10 SISTEMATIZACION Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

La coleccion de informacion completa se hizo de manera prospectiva a través
de entrevistas o cuestionarios a los pacientes que iban ingresando a la institucion para
analisis citogenético. Esto ultimo permitié tener un modelo estandarizado y probado
para la recoleccion de datos, que asegurd la obtencion completa de informacion
requerida para el analisis de los resultados. La informacion se registrd en una base de

datos en Excel y para su analisis se procesaron algunos datos en el programa Access
(Tabla 3).
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DATOS PERSONALES Y ANTECEDENTES FAMILIARES

Nombre del paciente

Fecha de Nacimiento

Fecha del exdmen citogenético

Numero de Historia Clinica

Edad del paciente

Consanguinidad

Infecciones obstétricas o ginecologicas

Menarquia

Ciclos menstruales

Historia reproductiva (Antecedentes obstétricos)

Hijos de Otra Union

Edad gestacional y edad materna en cada uno de los abortos

Datos citogenéticos sobre los productos de aborto

Tipo de abortos presentados

Evaluaciones fetales y placentarias en las pérdidas

Antecedentes familiares de aborto, falla reproductiva o sindomes asociados con

pérdida fetal o embridnica.

Antecedentes Personales

Antecedente de patologias o tratamientos influyentes sobre la fertilidad en la pareja o
en su familia, retardo mental, discapacidades en el aprendizaje, debilidad progresiva
en los musculos, cataratas tempranas, motinatos, diabetes y desordenes de

coagulacion.

Anormalidades reproductivas en la pareja

Exposicion a agentes quimicos, clastogénicos o genotoxicos durante los embarazos o

a nivel médico, ocupacional o ambiental.

REGISTROS DE LOS ESTUDIOS CITOGENETICOS

Complemento cromosdmico

Numero de mitosis analizadas

Mosaicismos (Porcentaje del mosaico)

Anomalias cromosdémicas numéricas
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Anomalias cromosOmicas estructurales

Complemento cromosomico por FISH

REGISTROS PARA — CLINICOS

Motivo de la consulta

Examen Fisico

Utero, Ovario y Permeabilidad Tubarica

Perfil Hormonal

Resultados Inmunologicos

Estudios Androlégicos

Diagnéstico clinico final

Tabla 3. Registro de informacion del proyecto. Datos personales, para-clinicos y
genéticos tenidos en cuenta en la recoleccion de informacion y utiles para el andlisis
de los resultados de la investigacion.

5.11 ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS

Este es un estudio prospectivo clinico observacional en el cual se calcularon
frecuencias relativas y absolutas para el analisis de los hallazgos citogenéticos de los
pacientes afectados por mosaicismo de baja proporcion en cromosomas sexuales.
También permitieron analizar de manera global los factores diagnosticos en el grupo

de parejas remitidas por aborto recurrente (Goémez, C. y Ardila, J. 2001).

5.12 CONSIDERACIONES ETICAS

Los pacientes y el grupo control firmaron el formato de consetimiento informado
de la institucidén para participar en la investigacion, éste especifico los objetivos del
presente trabajo, pautas y metodologia de investigacion. Debido al criterio ético de la
confidencialidad, no se revelaron los nombres de los pacientes diagnosticados ni
datos personales que pusieran en riesgo la divulgacion de su identidad, ellos fueron
identificados a través de un codigo asignado en el proceso de recepcion de la muestra

para el analisis citogenético.
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6 RESULTADOS

6.1 ASPECTOS CLINICOS DE LAS PAREJAS CON ABORTO RECURRENTE

Entre Enero a Septiembre de 2005, se remitieron al laboratorio de Biogenética
Molecular de CECOLFES 20 parejas con diagnostico de aborto recurrente. La edad
oscilo entre 25 a 49 afos con un promedio de 34,5 afos, la edad materna de las 20
mujeres en el momento del exdmen citogenético, estuvo entre un rango de 25 a 42
afios con un promedio de 32,8 afios y la edad paterna estuvo en un rango de 27 a 49
afios con un promedio de 36,2 afios.

En las mujeres abortadoras la menarquia ocurri6 entre los 11 a los 15 afios con
un promedio de 12,9 afos. Los ciclos menstruales reportaron un periodo entre 20 a 35
dias (promedio de 27,1 dias) con sangrado entre 2 a 6 dias (Promedio 3,9 dias)
respectivamente. El 65% (13) de las mujeres presentaron dismenorrea en diferentes
grados de severidad, el 35% (7) restante manifestaron que sus ciclos menstruales eran
normales. En el grupo control de estas mujeres, la menarquia ocurri6 entre los 11 a
los 16 afios con un promedio de 12,7 afos, con ciclos de 22 a 30 dias (Promedio 28,4
dias) con un tiempo de sangrado entre 3 a 8§ dias (Promedio 4,4 dias) de duraciéon. No
hubo diferencias significativas entre las medias de la menarquia, duracién del ciclo,
duracion de sangrado ni media de embarazos. La media de aborto y de nacimientos

no fueron comparables para el estudio. (Tabla 4)

ANTECEDENTES ABORTADORAS | CONTROLES VALOpR DE
MEDIA MENARQUIA 12,9(+/-1,3) 12,7(+/-1,4) 0,64(NS)
MEDIA DURACION CICLO 27,1(+/-3,4) 28.4(+/-2,4) 0,20(NS)
MEDIA DURACION DE
SANGRADO 3,9(+/-0,9) 4.4(+/-1,5) 0,23(NS)
MEDIA EMBARAZOS 3,2(+/-0,8) 2,7(+-2.4) 0,06(NS)
MEDIA ABORTOS 2,9(+/-0,8) [0 X0} [
MEDIA NACIMIENTOS 0,25(+/-0.4) PG X ) [ ——

Tabla 4. Datos obstétricos de las 20 abortadoras con respecto al grupo control.
Se realizo t student para analisis de significancia estadistica. No hubo diferencias
significativas entre las medias comparadas (NS: No significativo). Se considero
significativo valores p<0.05.
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6.2 CARACTERIZACION DE LOS ABORTOS

En total, las 20 parejas presentaron 63 gestaciones, 58 abortos y 5 partos. El
antecedente de gestacion oscilo entre un rango de 2 a 5, con un promedio de 3,2. El
antecedente de abortos oscilo entre 2 a 5 con un promedio de 2,9 y de Partos entre un
rango de 0 a 1 con un promedio de 0,25.

De las 20 mujeres, 15 (75%) son abortadoras primarias debido a que no han
tenido nacimientos vivos. Las 5 mujeres que presentaron parto, en 4 de ellas, la
gestacion correspondié a su primer embarazo, los cuales evolucionaron sin
complicaciones y sin reportarse malformaciones congénitas en su descendencia, dos
de ellas tuvieron sus hijos de otra union. La mujer restante tuvo un embarazo a los 31
anos de edad, intermedio a las pérdidas, el cual fue atendido por cesarea en la semana
28 por preclamsia severa pero su hija fallecié con diagnostico de muerte neonatal
tardia sin malformaciones.

La clasificacion de los 58 productos se realizd6 con respecto a la edad
gestacional, de acuerdo con el criterio de Stephenson M.D., et al (2002). preclinicos
(pérdida < de las 6 semana de gestacion), embridnicos (> de la 6 semana pero < de la
10 semana) y fetales (> a 10 semanas pero < de 22 semanas de gestacion). En el
presente estudio, la variacion al criterio formulado por estos autores, fue con respecto
al limite de edad gestacional de los abortos fetales, pues se tuvo en cuenta que fueran
< de 22 semanas y no de 20 semanas como ellos lo indican en su reporte (Stephenson
M.D., et. al., 2002). (Figura 3, Tabla 5)

Las 58 pérdidas ocurridas en las 20 parejas se presentaron entre la 1% y 21*
semana de gestacion con un promedio de 7,3 semanas. Las pérdidas ocurridas en el
primer trimestre (< 12 semanas) abarcaron un 91% (53) y so6lo el 9% (5)
comprendieron abortos entre las 13 y 21 semanas de gestacion. La edad materna de
las abortadoras al momento de las pérdidas oscild entre los 21 a 42 afios con un
promedio de 30 afios. En relacién a la cantidad de abortos por pareja, 11 (55%)
sufrieron 3 abortos (Promedio 6,5 semanas de gestacion y 31 afos de edad materna),
6 (30%) presentaron 2 abortos (Promedio 8,4 semanas y 30 afios), dos (10%) tuvieron
4 pérdidas (Promedio 8,4 semanas y 33 afios) y 1 (5%) sola reportd 5 pérdidas
(Promedio 8,6 semanas y 28 afios). (Figura 4, Tabla 6)

En 15 (75%) parejas no se le realiz6 ninglin estudio genético a los productos
de aborto pues solo en 5 (25%) se analizaron citogenéticamente 6 pérdidas. En

términos de porcentaje, de los 58 abortos ocurridos en las 20 parejas, el 10% (6)
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fueron cariotipados. El 16,7% (1) fue anormal con complemento 45.X y el 83,3% (5)
restante era normal; donde el 50,0% (3) fue 46,XY y el 33,3% (2) 46,XX. El producto
que presentd6 monosomia de X se perdid en la semana 10, los 3 abortos de cariotipo
normal 46,XY, se perdieron en las semanas 6, 13 y 21 y los dos abortos 46,XX
sucedieron a las 8 y 12 semanas de gestacion respectivamente. En cuanto a los tipos
de aborto de cada uno de estos productos estudiados, de los cinco normales; 2 fueron
abortos embridnicos (semana 6 y 8) y tres fueron fetales (semanas 12, 13 y 21) y el
unico producto anormal fue un aborto fetal pues ocurrid a las 10 semanas de

gestacion (Tabla 7).
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Figura 3. Frecuencia de abortos preclinicos, embridnicos y fetales ocurridos en las 20 parejas con aborto recurrente. La
frecuencia fue calculada sobre un total de 58 abortos presentados.

TIPO DE ABORTO No ABORTOS EDAD MATERNA EDAD GESTACIONAL | CARIOTIPO
No. % | PROMEDIO | DS | RANGO | PROMEDIO | DS |RANGO |NO| % |SI| %

PRECLINICOS

(<6 SEM) 22 38 29,7] 61| 21-37 38| 1,0 1-5] 22(423] 0] 0
EMBRIONICOS

(>6 SEM Y <10 SEM) 22 38 30,6 | 48| 24-42 73] 1,1 6-9| 20(385]| 2333
FETALES

(=10 SEM Y <22 SEM) 14 24 31,0 3,7| 23-31 129]32] 10-21| 10]192]| 466,7
TOTALES 58 100 521 100| 6] 100
|TOTALDEABORTOS 58 | 30,0| 5,1 21A42| 7| 4,o| 1A21| 52|90,0| 6| 10|

Tabla 5. Relacion entre tipo de aborto, edad materna, edad gestacional y estudio citogenético. Se especifica en cada uno de
los tres tipos de aborto, el nimero de pérdidas presentadas.
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Figura 4. Relacion entre la cantidad de abortos presentados y el nimero de
parejas afectadas.

No No TOTAL PE%E’IT?CI%%&?D PROMEDIO EDAD
ABORTOS | PAREJAS | ABORTOS (%) (RANGO) MATERNA (RANGO)
2 6(30%) 12(20,7%) 8.4 (5A 12) 30 (24 A 38)
3 11(55%) 33(56,9%) 6,5(1 A21) 3121 A 42)
4 2(10%) 8(13,8%) 8,4 (4 A 16) 33 (30 A 35)
5 1(5%) 5(8,6%) 8,6 (4 A 18) 28 (21 A 35)
TOTAL 20(100%) 58 7.3 (1 A21) 30,4 (21 A 42)

Tabla 6. Relacion entre la cantidad de abortos presentados y el nimero de
parejas afectadas con especificacion de promedio de edad gestacional y edad
materna en el momento de las pérdidas.

COMPLEMENTO EDAD EDAD
0 0
CARIOTIPO | No (%) % CROMOSOMICO | GESTACIONAL | MATERNA
13 30
46.XY
50,0 21 31
NORMAL 5(83,3%) 6 35
46,XX 8 28
333
12 38
ANORMAL 106,7%)| 16,7 45X 10 28
TOTAL 6(100%)| 100

Tabla 7. Hallazgos citogenéticos en los 6 productos de aborto estudiados. Se

especifica edad gestacional y materna de cada producto.
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6.3 FACTORES DIAGNOSTICOS INFLUYENTES SOBRE LOS ABORTOS

De acuerdo con los estudios paraclinicos el diagndstico de las parejas
remitidas para estudio de aborto recurrente, contempld la influencia de factores
inmunolégicos en un 75%, anatémicos en un 30%, hormonal en un 25%, masculino
en un 25%, infecciosos en un 25%, genéticos en un 15% e idiopaticos en un 10%. En
el 25%(5) de los casos se adjudico la causa de las pérdidas a uno so6lo de estos
factores y en el 75% (15) restante los factores influyentes sobre las pérdidas estan
combinados. (Figura 5 y Tabla 8).

Con respecto al estudio del factor masculino es importante mencionar que el
semen fue estudiado en 9 hombres, de los cuales el 44,4%(4) fue normal y en el
55,5%(5) fue anormal. En los 11 hombres restantes el semen no fue estudiado, en
algunos de estos casos existia el antecedente de hijo o hija de otra unién (3 de 11
casos) y en otros no se ordeno estudio seminal por criterio médico. Ninguna pareja

reporta trombofilia ni desérdenes metabolicos dentro de sus estudios clinicos.

MONO-
ETIOLOGICO
25%

MULTI-
ETIOLOGICO
75%

Figura 5. Frecuencia de factores diagndsticos sefialados en las 20 parejas
estudiadas por aborto recurrente.
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FACTOR ESPECIFICACION FRECUENCIA
BLOQUEADORES 9/15(60,0%)
INMUNIDAD CELULAR 4/15( 26,6%)
INMUNE INMUNIDAD HUMORAL (INMUNODESVIACION Thl — 2/15(13,3%)
15/20(75%) Th2) ’
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANAS) 2/15(13,3%)
ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS 1/15(6,6%)
MIOMATOSIS 3/6(50%)
Alzgggl(\)/g/lo()jo OBSTRUCCION TUBARICA UNILATERAL 3/6(50%)
OBSTRUCCION TUBARICA BILATERAL 1/6(17%)
HORMONAL
5/20(25%) POSIBLE DEFECTO FASE LUTEAL 5/5(100%)
TERATOZOOSPERMIA 2/5(40%)
ASTENOZOOSPERMIA, REDUCCION DE VIABILIDAD
1/5(20%)
MASCULINO | ESPERMATICA
5120(25%) ELEVADO DANO ACROSOMAL 1/5(20%)
POLIZOOSPERMIA INTENSA CON
TERATOZOOSPERMIA ACENTUADA EN EL AREA 1/5(20%)
ACROSOMAL
VAGINITIS 1/5(20%)
Brucella abortus 1/5(20%)
H\Islj};(igslgso CLAMIDIA Y CANDIDA 1/5(20%)
INFECCIONES GENITOURINARIAS 1/5(20%)
TOXOPLASMOSIS 1/5(20%)
GENETICO MOSAICISMO GONOSOMAL DE BAJA PROPORCION 2/3(67%)
3/20(15%) ABORTO CON MONOSOMIA DE X 1/3 (33%)
IDIOPATICO
2/20(10%) DESCONOCIDO 2/2(100%)

Tabla 8. Frecuencia de factores diagndsticos sefialados en las 20 parejas
estudiadas por aborto recurrente.
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6.4 ANTECEDENTES PATOLOGICOS, FAMILIARES Y PERSONALES

Se present6 un 30%(6/20) de mujeres con antecedentes de posibles patologias
que influencian la fertilidad y un 35% en los hombres. Y con respecto a los
antecedentes familiares se presentd en mujeres un 85% y en hombres un 20%. El
antecedente familiar de aborto se presentd en 10 mujeres abortadoras lo cual
representa el 50% de los casos, sin embargo s6lo en 5 casos se presentd dos o mas
abortos en hermanos, hermanas o padres. En los 5 casos restantes el antecedente
familiar fue de un solo aborto. De los 20 hombres, so6lo 2 reportaron antecedente
familiar de aborto, en un caso una hermana presento 2 pérdidas y en el otro caso una
hermana tuvo una sola pérdida, no hay antecedentes de aborto en los padres de los 20
hombres estudiados.

Ninguna pareja reporta exposicion o dosificacion clinica a agentes quimicos,
clastogénicos, ni radiaciones ionizantes durante los embarazos y/o actividades
habituales. La actividad laboral de los miembros de las parejas no evidencié mayor
influencia sobre las pérdidas, no obstante en una de las mujeres con mosaicismo
particularmente se conoci6 el antecedente de haber trabajado durante 9 afios en una
clinica veterinaria y presenta una infeccion con Brucella abortus, el cual es un
microorganismo asociado con aborto en animales y de posible afectacion en
humanos. Finalmente, en cuanto a factores de riesgo, se reporta el uso de cigarrillo

durante 15 afios por parte de una paciente y el antecedente de fumadora pasiva en otra
(Tabla 9).
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ANTECEDENTES PATOLOGICOS

ANTECEDENTES FAMILIARES

MUJERES

GALACTORREA 3/20 ABORTO 10/20

STRESS 1/20 DIABETES 5/20

HEPATITIS 1/20 INFERTILIDAD 3/20

MENINGITIS 1/20 CANCER (LEUCEMIA Y PRECANCER) |3/20

HIPERCOLESTEROLEMIA 1/20 EMBARAZOS ECTOPICOS 1/20
TIROIDES SIN ESPECIFICAR 1/20
FALLA OVARICA PREMATURA 1/20
MORTINATO 1/20
HIPERTENSION 1/20

TOTAL 6/20(30%) 17/20(85%)

HOMBRES

VARICOCELE 420 ABORTO 2/20

PAROTIDITIS 2/20 RETINITIS PIGMENTOSA 1/20

GONORREA 1/20 MUERTE NEONATAL (CARDIOPATIA) | 1/20

ORQUITIS 1/20

RETINITIS PIGMENTOSA 1/20

INFERTILIDAD EN OTRA UNION | 1/20

TOTAL 7/20(35%) 4/20(20%)

Tabla 9. Antecedentes patoldgicos y familiares reportados por las 20 parejas con aborto recurrente.
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6.5 ASPECTOS GENETICOS

De las 20 parejas remitidas, 18 (90%) presentaron cariotipo normal y 2(10%)
cariotipo anormal. En uno de los hombres de una de las parejas se observd la
inversion del cromosoma 9 la cual se incluy6 dentro de los cariotipos normales por
ser reconocida a nivel mundial como un polimorfismo cromosémico que hasta ahora
no tiene repercusion clinica significativa en ningin grupo poblacional. Las
anormalidades se observaron en dos mujeres, quienes presentaron mosaicismos de
baja proporcion en cromosomas sexuales. No se observaron anomalias numéricas ni

estructurales de caracter universal. (Tabla 10)

No No No
CARIOTIPO PAREJAS | MUJERES | HOMBRES
No.| % [No.| % | No. | %

NORMAL 18] 90 | 18 | 90 | 20* | 100
ANORMAL 2210210 ] 0 0
TOTAL 20 | 100 | 20 | 100 | 20 | 100
' Mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales
* Un cariotipo con complemento: 46,XY,inv(9)(p11q13)

Tabla 10. Descripcion del porcentaje de anormalidad cromosémica encontrado
en las 20 parejas remitidas para estudio citogenético.

Los mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales fueron
observados en dos mujeres abortadoras de 36 y 37 afios de edad con antecedente de 5

y 3 pérdidas respectivamente (Tabla 11).

No No DE PAREJAS CON X No DE ABORTOS
CARIOTIPO
PAREJAS X=2 X=3 X=4 X=5
Normal 18 (90%) 6 10 2 0
Anormal 2 (10%) 0 1
TOTAL 20 (100%) 6 11 2 1

Tabla 11. Especificacion de los resultados citogenéticos de acuerdo con la
cantidad de abortos presentados en las 20 parejas remitidas.
Los mosaicos encontrados en las dos mujeres abortadoras se confirmaron
mediante la técnica de la hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH). (Tabla 12)
Para la interpretaciéon de los resultados, se realizd el FISH en las dos

pacientes con su respectivo control de la misma edad y se observd mayor porcentaje
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de aneuploidia en las pacientes con respecto a las controles: mosl 17,3% vs. 0,8% y
mos2 6,5% vs. 0,6%. (Tabla 13)

6.5.1 GRUPO CONTROL

Se analizaron 20 mujeres control con antecedente obstétrico de 2 a 5 embarazos
exitosos, con un promedio de 2,7 hijos (+/- 0,8). En todas se observo cariotipo normal
a excepcion de la mujer control de la abortadora de 42 afios, en quien se detectd en
sus 100 metafases analizadas con bandeo GTG, un mosaicismo de baja proporcion en
cromosoma X con complemento mos45,X[2]/47,XXX][1]/46,XX[97]. Para confirmar
este hallazgo particular se leyeron 1000 nticleos interfasicos por técnica de FISH, lo
que arrojo como resultado un complemento ish nuc
mos45,X[34]/47,XXX[4]/46,XX[962], observandose un 3,8% de patron de
hibridizacién anormal para cromosoma X, de éste el 3,4%(34 nucleos) correspondi6 a
una sola sefial (45,X) y el 0,4%(4 nucleos) a tres sefiales (47,XXX). En el 96,2%(962
nucleos) restante se observo patrén de hibridizacion normal para cromosoma X con
dos sefales respectivamente.

Para la interpretacion de los hallazgos, se realizd una comparacion de los analisis
citogenéticos en cinco mujeres control, representativas de los grupos de edad de las

pacientes abortadoras (Tabla 14).
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BANDEO G

PAC | EDAD | BANDEO G PACIENTE | /o o FISH PACIENTE FISH CONTROL
mos 1 36 mos45,X[5]/46,XX[95] 46,XX | Ish nuc mos45,X[166]/47 XXX[8]/46,XX[826] |ish nuc mos45,X[8]/46,XX[992]
mos 2 37 | mosd47,XXX[2])/46,XX[98] 46,XX | Ish nuc mos45,X[56]/47,XXX[9]/46,XX[935] | ish nuc mos45,X[4]/47,XXX[2]/46,XX[994]

Tabla 12. Hallazgos citogenéticos de las mujeres con mosaicismo de baja proporcion en cromosomas sexuales.

Se describen los resultados obtenidos en los andlisis por citogenética convencional (Bandeo GTG) y por citogenética molecular
(FISH). Para la interpretacion del FISH se empled como referencia una mujer control de la misma edad con los criterios de inclusion

descritos en la metodologia.

FISH ANORMAL EN mos 1 mos 2
CROMOSOMA X PACIENTE | CONTROL | PACIENTE | CONTROL

% MONOSOMIA (45,X) 16,6 0.8 5,6 0,4

% TRISOMIA (47,XXX) 0.8 0 0,9 0,2

% TOTAL ANEUPLOIDIA 17,3 0,8 6.5 0,6

Tabla 13. Comparacion entre el porcentaje de aneuploidia observado por FISH en 1000 nucleos interfasicos en las pacientes
con mosaicismo de baja proporcion en cromosoma sexual (mosl y mos2) y sus respectivas controles. Se especifica el porcentaje
de monosomia de X (Hipodiploidia) y trisomia de X (Hiperdiploidia) y el porcentaje de aneuploidia totalizado.

PATRON DE
HIBRIDIZACION
EDAD BANDEO GTG FISH ANORMAL EN
CROMOSOMA X (%)
23 46,XX | Ish nuc mos45,X[4]/47, XXX[4]/46,XX[992] 0,8% (8 nticleos)
25 46,XX | Ish nuc mos45,X[41/47,XXX[2]/46,XX[994] 0,6% (6 nucleos)
36 46,XX | Ish nuc mos45,X[8]/46,XX[992] 0,8% (8 nucleos)
37 46,XX | Ish nuc mos45,X[4]/47,XXX[2]/46,XX[994] 0,6% (6 nucleos)
42 | mos45,X[2]/47,XXX[1]/46,XX[97] | Ish nuc mos45,X[34]/47, XXX[4]/46,XX[962] 3,8% (38 nucleos)

Tabla 14. Comparacion de los hallazgos citogenéticos convencionales (Bandeo GTG) y moleculares (FISH) en mujeres control
entre las edades de 23 a 42 afios.
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6.5.2 PRESENTACION DE CASO PACIENTE mos 1

Paciente con edad actual de 37 afios. Trabajo 9 afios en una clinica veterinaria
y ahora se dedica al hogar. El esposo de 40 anos de edad, tiene una hija de otra union
de 17 afios quien a la vez tiene un hijo vardn, no tiene antecedentes familiares de
problemas reproductivos ni enfermedades asociadas. Reporta una historia obstétrica
de G5P0OAS. En el exdmen patoldgico del cuarto aborto se reportd en un feto de sexo
femenino no malformado, un proceso infeccioso ascendente y en el material de
legrado del quinto aborto no se observaron vellosidades coriales en el material
examinado. En ninguna pérdida se realizé estudio citogenético. (Tabla 15).

La paciente es de tipo de sangre A positivo. Presentd desarrollo normal de
caracteres sexuales secundarios, su menarquia fue a los 13 afos de edad con ciclos
menstruales cada 24 a 27 dias y duraciéon de sangrado de 3 dias. En el exdmen
anatomico se observd Utero, ovarios y cavidad uterina normales, con permeabilidad
positiva.

Como antecedente patoldgico reporta infecciones urinarias en los embarazos,
reporta antigenos antifebriles positivos (Flagelar H, Parafitico A, Somatico O, Proteus
OX19 y Brucella abortus). En las citologias vaginales recientes evidencian
Metaplasia Escamosa como anomalia del epitelio glandular. Presentd Galactorrea 6
meses después del ultimo aborto. Como antecedente quirtirgico, la paciente fue
sometida una cirugia facial por herida de bala y a legrados en los 5 abortos. Como
antecedentes familiares, la mujer tiene hermanos con hijos y dos hermanos infértiles
de 35 y 39 afios de edad, con falla espermatica estudiada, uno de ellos (39 afios) se
hizo tratamiento de Fertilizacion In Vitro (IVF) y tiene un hijo varén. Se les realizéd
cariotipo a los hermanos y fueron normales en ambos casos (46,XY). La mama de la
paciente a los 36,5 afios tuvo un mortinato no malformado. (Figura 6)

El andlisis cromosomico de la paciente y su esposo, fue realizado a los 36
afios de edad, en muestra de sangre periférica inicamente. En lo referente al andlisis
citogenético de la paciente mos 1, en el estudio convencional con bandeo GTG se
leyeron 100 metafases a partir de las cuales se reportd el complemento cromosdémico
anormal: mos45,X[5]/46,XX[95], con un 95% de células normales y un 5% de células
aneuploides con monosomia de cromosoma X. Por FISH se leyeron 1000 nucleos
interfasicos con resultado ish nuc mos45,X[166]/47,XXX][8]/46,XX[826],

observandose un 17,4% de patron de hibridizacién anormal para cromosoma X, del
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cual el 16,6% (166 nucleos) correspondid a una sola sefial (45,X) y el 0,8% (8
nucleos) a tres senales (47,XXX); en el 82,6% (826 nucleos) restante se observod
patron de hibridizacion normal para cromosoma X con dos sefiales respectivamente.
En la mujer control empleada para este caso, se encontré un patron de hibridizacion
anormal de tan solo el 0,8% (8 nucleos) correspondiente a una sefial (45,X), no se
observaron nucleos con otro patrén de hibridacion anormal para cromosoma X, el
99,2% (992 nucleos) restante evidencid patréon de hibridizacion normal con dos
senales (Figura 7, Tablas 12 y 13).

EDAD
No DE EDAD
GESTACIONAL | CARIOTIPO
ABORTOS SEMANAS MATERNA
PACIENTE 1 4 NO 21
mosl 2 4 NO 24
3 6 NO 29
4 18 NO 30
5 11 NO 35

Tabla 15. Datos acerca de los abortos padecidos por la paciente mosl.
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DEFINICION DE SIMBOLOS
O O oafectado
D o Infertiidad no estudiada
n 0 Falla espermatica. Infer. no tratada
E 0 Mosaicismo en cromosoma sexual
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Figura 6. Arbol genealdgico paciente mos1.
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ESTUDIO CITOGENETICO ESTUDIO CITOGENETICO
PACIENTE mosl CONVENCIONAL MOLECULAR
(BANDEO GTG) (FISH)
REPORTE 45 X[5]/46,XX[95 ish nuc
mos45,X[5)/46,XX[95] mos45,X[166]/47,XXX[8]/46,XX[826]
CELULAS 46,XX
CELULAS 45,X f;
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No se observaron
CELULAS 47,XXX

Figura 7. Fotos de los estudios citogenéticos realizados en la paciente mos1.
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6.5.3 PRESENTACION DE CASO PACIENTE mos 2

Paciente con edad actual de 38 afios, ocupacion hogar. Fue atendida en
CECOLFES por infertilidad secundaria de 5 afios de evolucion. El esposo tiene 44
afios de edad, es Ingeniero Eléctrico con antecedente de enfermedad venérea
(gonorrea) a los 18 afios sin estudio de espermograma. Reporta una historia obstétrica
de G4P1A3. En los tres abortos espontdneos se detectd por ecografia embriocardia
positiva. (Tabla 16)

La primera hija nacid a los 29 afos de edad por parto vaginal sin
complicaciones es fenotipicamente normal y actualmente tiene 8 afios de edad. La
paciente presentd telarquia y pubarquia normal, la menarquia fue a los 13 afios de
edad con ciclos menstruales cada 30 dias con duraciéon de sangrado de 3 dias,
refiriendo dismenorrea 1. El tipo de sangre es O positivo.

A nivel familiar tiene una tia con infertilidad no estudida. Como antecedente
patologico se encontrd hipercolesterolemia controlada y como antecedente quirtrgico
amigdalectomia. (Figura 8)

El examen anatdmico mostrd utero, ovarios, cavidad uterina normal y
permeabilidad positiva. El estudio inmunolégico mostr6é factor inmune celular por
activacion inmune, respuesta citotoxica antiviral y fuerte autoinmunidad secundaria
Thl.

El examen citogenético fue realizado en CECOLFES a los 37 afios de edad, en
muestra de sangre periférica unicamente, aunque coment6 que se hizo a sus 35 afos
un estudio previo en otra institucion con el mismo resultado. En el estudio
convencional con bandeo GTG se leyeron 100 metafases a partir de las cuales se
reportd el complemento cromosdmico anormal: mos47,XXX[2]/46,XX[98], con un
98% de células normales y s6lo un 2% de células aneuploides con trisomia de
cromosoma X. Por FISH se leyeron 1000 nucleos interfasicos con resultado ish nuc
mos45,X[56]/47,XXX[9]/46,XX[935], observandose un 6,5% de patron de
hibridizacién anormal para cromosoma X, del cual el 5,6%(56 ntcleos) correspondid
a una sola sefial (45,X) y el 0,9% (9 nucleos) a tres sefiales (47,XXX); en el 93,5%
(935 nucleos) restante se observo patron de hibridizacién normal para cromosoma X
con dos senales respectivamente. En la mujer control empleada para este caso, se
encontrd un patréon de hibridizacidon anormal de tan so6lo el 0,6%, el cual se distribuyo

en un 0,4% (4 nacleos) para una sefal y un 0,2% (2 nucleos) para tres senales; el
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99,4%(994 nucleos) restante evidencid patron de hibridizacion normal para

cromosoma X. (Figura 9 y Tablas 12 y 13)

PACIENTE
mos2

EDAD
No DE EDAD
GESTACIONAL | CARIOTIPO
ABORTOS SEMANAS MATERNA
1 12 NO 31
2 8 NO 33
3 12 NO 35

Tabla 16. Datos acerca de los abortos padecidos por la paciente mos2.

6.6 MEDICION DE LA RESERVA OVARICA EN LAS PACIENTES mosl y

mos2

Los valores obtenidos en la medicion de la hormona FSH en el dia tres del ciclo

menstrual, no mostré niveles de FSH >12mUIl/ml indicador de reserva ovarica

disminuida.
EDAD ABORTADORA | CONTROL
PACIENTE
ACTUAL CONTROL NORMAL
mosl 37 6,5 8,0 5,3
mos 2 38 10,5 5,7 5,3

Tabla 17. Medicion de la FSH en el dia tres del ciclo menstrual en las pacientes

mosl y mos2 con sus respectivos controles de la misma edad.
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DEFINICION DE SIMBOLOS
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Infertilidad no estudiada en pareja
Cancer Linfatico

Mosaicismo en cromosoma sexual
Ahorto

bHLRIQ
PO@OG

g

i)

O

o o

Figura 8. Arbol Genealdgico de paciente mos 2.

o

(J)T

65



PACIENTE ESTUDIO CITOGENETICO ESTUDIO CITOGENETICO
e CONVENCIONAL MOLECULAR
(BANDEO GTG) (FISH)
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Figura 9. Fotos de los estudios citogenéticos realizados en la paciente mos2.
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7  ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 FACTORES DIAGNOSTICADOS EN LAS 20 PAREJAS ABORTADORAS

Los resultados clinicos arrojados en el presente estudio, permitieron notar que
definitivamente la pérdida recurrente de la gestacion es una entidad multifactorial,
donde se involucran en una misma pareja diversos factores causales, pues en el 75%
de las estudiadas se encontré mas de un factor diagnéstico, esta observacion es
soportada por la Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccion Humana y la
Sociedad Nacional de Consejeria Genética (Estados Unidos), quienes en reportes
recientes han promocionado la evaluacién e investigacion multidisciplinar de las
parejas con aborto, recurrente (Christiansen O.B. et. al., 2005 y Laurino M.Y ., 2005).

En las parejas con aborto recurrente la edad de las mujeres es menor (32,8
afios) con respecto a la de los hombres (36,2), aspecto similar al observado por
Holzgreve W. et. al. (1984) en el estudio de 144 parejas (mujeres 30,5+/-6,3 y
hombres 35,8 +/-7,4). Esto indica que los factores causales de la pérdida de la
gestacion van mas alld de la edad materna avanzada. También se sustenta por el
hecho que en 20 parejas remitidas el 70% presentd mas de dos pérdidas, esto es un
buen indicador de la presencia conjugada de varios factores influyentes sobre las
pérdidas.

Entre los factores diagnosticados en las 20 parejas se resaltan como factores
inmune los anticuerpos bloqueadores bajos y la inmunidad celular activada
(citotoxicidad celular, respuesta inmune autoinmune y activacion inmune), los cuales
son indicadores del desarrollo de una respuesta aloinmune derivada de antigenos
paternos expresados sobre el desarrollo del feto, evitando la iniciacion exitosa del
embarazo y promoviendo la regresion fetal, lo que termina desencadenando el aborto.
En la actualidad, la asociacion de estos factores inmunes con el aborto recurrente atin
no ha sido demostrada ampliamente, por lo cual existen muchas controversias sobre
su papel causal y por ende sobre su intervencion terapéutica. La linfoterapia es
aplicada en el mundo entero por muchas instituciones, Ogasawara M. et al.(2000)
reporta que la inmunoterapia es efectiva para aproximadamente el 10% de las mujeres
con aborto recurrente de causa desconocida, este bajo porcentaje se debe
posiblemente a la carencia de indices alogénicos predictores de pérdida del embarazo,

siendo imposible escoger pacientes apropiadas para este tratamiento.

67



Los demas factores diagnosticados como inmunodesviacion Thl y Th2,
anticuerpos antinucleares (ANAS) y anticuerpos antitiroideos son causas predictivas
en la literatura. Con respecto a las causas aloinmunes, se ha propuesto una nueva
hipotesis para explicar la pérdida recurrente de la gestacion, la cual involucra
inmunidad tipo Thl (células T ayudadoras) hacia el trofoblasto: En la decidua hay
millares de células presentadoras de antigeno y otras células de respuesta inmune. En
respuesta a la invasion trofoblastica, estas cé€lulas pueden llegar a ser activadas y el
producto de esta activacion es la secrecion por parte de estas células de un perfil de
citoquinas de tipo Thl o Th2. En casos donde predomina el perfil de citoquinas Thl,
principalmente interferén-gamma, factor de necrosis tumoral o interleuquina-12, estas
citoquinas pueden directa o indirectamente ir en detrimento del crecimiento y
diferenciacion celular placentario temprano y ser toxicas para el desarrollo del
embrion. No obstante, se requieren estudios mas extensivos sobre esta hipdtesis y su
relacion con el aborto recurrente (Hill, J.A. and Choi B.C., 2000).

Finalmente, algunos autores han propuesto que mujeres con anticuerpos
antinucleares (ANAS) positivos, y autoanticuerpos para antigenos tiroideos pueden
presentar una condicidon autoinmune subclinica asociada con pérdida recurrente de la
gestacion, sin embargo, faltan estudios extensivos sobre este aspecto (Lee R.M. and
Silver R.M., 2000, Fausett, B.M. and Branch, W.D., 2000).

Con respecto al factor anatdmico, se observd miomatosis y obstruccion
tubarica. Aun sigue siendo motivo de discusion si los miomas son una causa de
aborto recurrente, se piensa que grandes y multiples miomas localizados en la region
submucosa pueden afectar la implantacion y de esta forma incrementar el riesgo de
aborto, las pacientes presentaron miomas intramurales y suberosos, cuya implicacion
no es definitiva como factor causal de las pérdidas. De las 4 mujeres con obstruccion
tubarica, dos presentaron embarazos ectdpicos en trompa derecha y fueron estirpadas,
en las dos restantes una con obstruccion bilateral y otra con obstruccion tubdrica
izquierda no hay causa concreta que explique dichas alteraciones. Estas alteraciones
anatomicas explican uno de los factores de riesgo en mujeres abortadoras como es la
dificultad de concebir (Propst, A.M. and Hill III, J.A., 2000, Stepheson M.D., et al.,
2002, Laurino M.Y. et al., 2005).

El posible defecto en la fase luteal en las abortadoras remitidas (5/20), se
sospechd por los bajos niveles de progesterona en dia 22 del ciclo y durante el

embarazo temprano, sin embargo esta causa hasta el momento es controversial pues si
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bien, la progesterona es necesaria para la implantacion exitosa del embrion y el
mantenimiento del embarazo temprano y cuenta con el 25 a 40% de las pérdidas
durante el primer trimestre, se propone realizar un diagnostico confiable por biopsia
endometrial o niveles seriales de progesterona antes de incursionar a las pacientes en
algun tipo de tratamiento (Lee R.M. and Silver R.M., 2000, Roberts, C.P. and
Murphya A.A., 2000, Stephenson M.D. et. al., 2002).

Con respecto al factor masculino observado en el 25% de las parejas (5/20), la
teratozoospermia, astenozoospermia, reduccion de la viabilidad espermatica y el
elevado dafo acrosomal encontrado en cuatro de los pacientes, contribuyen a explicar
uno de los factores de riesgo en estas parejas abortadoras como es la dificultad de
concebir, mientras que la deteccion de polizoospermia en uno de los pacientes, es un
factor masculino asociado en la literatura con aborto recurrente que podria contribuir
a la formacion de defectos cromosdmicos en los abortos. La gran proliferacion
espermatica dada por un incremento en la divisién meiodtica, aumenta el riesgo de no
— disyuncién u otros errores durante la espermatogénesis, que ocasionarian productos
cromosOmicamente anormales. La anterior valoracion se respalda porque una de las
pérdidas de esta pareja fue un embarazo anembrionado en la octava semana de
gestacion, se sabe que las molas hidatidiformes son usualmente diploides pero tienen
dos juegos haploides paternos, por lo cual una contribucidon paterna desequilibrada,
pudo ser responsable de dicha pérdida.

En 5 de las 20 parejas (25%) existid un posible factor infeccioso, sin embargo
las asociaciones entre vaginitis, infecciones genitourinarias e infecciones maternas
con Toxoplasma gondii, Brucella abortus y Chlamidia trachomatis atin no tienen una
clara asociacion con el aborto recurrente y por ende hay pocas herramientas para
discutir sobre los mecanismos por los cuales estos microorganismos causan el aborto
en estas mujeres. Pandey M.K. et. al. (2005) han dicho que infecciones con
Chlamidia trachomatis puede provocar aborto debido a la fuerte reaccion inmune
hacia proteinas bacterianas especificas, Cramer D.W. and Wise L.A. (2000) plantean
que Brucella abortus es un microorganismo asociado con aborto en animales y de
posible afectacion en humanos, la paciente afectada (mosl) adquiri6 la infeccion
durante su estancia laboral de 9 afios en una clinica veterinaria. Con respecto a la
vaginosis bacteriana estos autores, plantean que es una alteracion de la flora
bacteriana vaginal asociada con la pérdida de lactobacilus y sobrecrecimiento de
bacterias anaerdbicas como Gardnerella vaginalis y Micoplasma hominis. Un estudio
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prospectivo en mujeres sometidas a Fertilizacion in Vitro (IVF), sugirié la alta
frecuencia de aborto espontdneo en mujeres con vaginosis bacteriana, sin embargo la
relevancia de esta observacion con respecto a la concepcion natural esta atn debatida.

Aunque el mayor factor involucrado en la pérdida de la gestacion es el
genético (60%), las 20 parejas analizadas presentaron con mayor frecuencia el factor
inmune con un 75% (15/20). La explicacion de tal diferencia se justifica por la baja
frecuencia de abortos estudiados, pues so6lo en 5 de 20 parejas (25%) se analizaron 6
pérdidas, porcentaje que contribuye a subestimar el factor genético en las demads
parejas, e incluso en las 5 mencionadas porque a excepcion de un caso, en ellas se
analiz6 un so6lo producto.

La carencia de los estudios citogenéticos es limitante en nuestro pais debido a
que no estan contemplados dentro del régimen de salud actual y por su alto costo o
desinformacion, no es accequible para muchas de las parejas afectadas, ademas
algunas parejas comunicaron que no hubo crecimiento o se contaminaron las
muestras remitidas para el estudio. Con respecto a los 58 abortos reportados, en
algunos casos la carencia de este analisis se justifica por la poca factibilidad de la
obtencion de la muestra apropiada, como pudo haber ocurrido en alguno de los 22
abortos preclinicos presentados, sin embargo, las anteriores limitantes, si se reflejan
en los 36 abortos embridnicos y fetales restantes, donde el promedio de edad
gestacional en cada caso (7,3 y 12,9 respectivamente) estan contemplados dentro del
rango de abortos reportados con cromosomopatia (7 a 12 semanas), esto indica que
muy probablemente parte de los 52 abortos no estudiados (90%) tenian compromiso
citogenético y por lo tanto las parejas tendrian el factor genético subestimado en su
diagnostico.

Con respecto a los seis abortos analizados, el 83,3% fueron citogenéticamente
normales, sobre ello hay dos aspectos a analizar. En primer lugar, el hecho que se
valore que los cariotipos normales no evidencian factor citogenético en la pérdida, no
descarta definitivamente la presencia de un factor genético en la pareja, que sea de
diagnostico netamente molecular como por ejemplo; mutaciones letales en genes
ligados a X en el caso de los dos abortos consecutivos 46,XY, analizados en una
misma paciente a la edad materna de 30 y 31 afios respectivamente. Con este
ejemplo, se quiere ilustrar la necesidad de implementar otras herramientas
diagnosticas a nivel genético molecular, que permitan estudiar completamente la

incidencia de este factor sobre la pérdida recurrente y por ende darle el sobrepeso a la
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causa genética dada tedricamente en un 60%. En segundo lugar, es importante tener
en cuenta que los cariotipos normales en abortos previos es predictor de un
subsecuente aborto, por lo tanto, los 5 sobre 6 (83,3%) abortos normales es un factor
de riesgo importante para las 5 parejas que los presentaron, esta observacion
concuerda con el caso de la paciente con tres pérdidas recurrentes, quien tuvo en la
primera y segunda pérdida productos 46,XY y subsecuentemente sufrid una tercera
pérdida (Ogasawara M. et. al. 2000 y Stephenson M.D. et. al., 2002).

La monosomia de X evidenciada en un aborto de 10 semanas de gestacion es
un hallazgo cromosomico reportado en todos los estudios citogenéticos sobre aborto
recurrente, esta anomalia ocupa un segundo lugar en frecuencia (20%), después de las
trisomias (50%). Generalmente es reportada en pérdidas de primer trimestre, tal como

se evidencio en el producto analizado.

7.2  ANTECEDENTES PATOLOGICOS, FAMILIARES Y PERSONALES EN

LAS 20 PAREJAS CON ABORTO RECURRENTELos antecedentes
familiares fueron mas frecuentes en mujeres (85%) que en hombres (20%), de los
cuales se resaltaron el aborto (10/20) y la diabetes (5/20).

Con respecto al antecedente familiar de dos o mas abortos en las 20 parejas, 6
(33,3%) reportaron este antecedente en hermanos, hermanas o padres. En las
pacientes mosl y mos2 no hubo antecedente familiar de aborto. Al desconocer a
fondo los factores por los cuales se dieron estas pérdidas, es limitante asociar dicho
antecedente con las pérdidas de las parejas. Por otro lado, Cramer D.W. and Wise
L.A. (2000) reportaron un riesgo incrementado de aborto espontaneo del 3% en
mujeres con diabetes no controlada, aspecto importante a tener en cuenta en las 5
mujeres abortadoras con antecedente familiar de esta enfermedad.

A diferencia de los antecedentes familiares, los patoldgicos tuvieron casi el mismo
porcentaje en mujeres (30%) y en hombres (35%). Los mas frecuentes fueron
galactorrea para las mujeres (3/20) y varicocele para los hombres (4/20). Las tres
mujeres con galactorrea no presentaron hiperprolactinemia, por lo cual se descarto
este factor como posible causa de sus pérdidas. El antecedente patoldgico de
varicocele fue encontrado en 4 hombres de 27, 30, 32 y 36 afios de edad. El paciente
de 30 anos fue sometido a varicocelectomia izquierda a sus 22 afios y presenta
astenozoospermia y reduccion de la viabilidad espermatica, aspectos muy

relacionados clinicamente que pueden contribuir a explicar la dificultad de
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concepcion en la pareja y sus dos pérdidas presentadas. En los tres pacientes restantes
el varicocele no fue quirtirgicamente tratado, sélo en uno de ellos se reporta semen

normal puesto que en los demas no fue estudiado.

7.3 ASPECTOS GENETICOS DE LOS MOSAICISMOS DE BAJA
PROPORCION EN CROMOSOMAS SEXUALES EN PAREJAS CON
ABORTO RECURRENTE
Los mosaicismos cromosdémicos de baja proporcion son uno de los resultados

citogenéticos que ha representado mayores problemas de interpretacion a la hora de

establecer un diagnostico y consejeria genética a los pacientes afectados. Una de las
posibles explicaciones a ésto puede ser la falta de consenso en cuanto a la definicion
como tal de mosaicismo cromosdmico de bajo nivel, puesto que algunos autores lo
definen como lineas celulares anormales halladas en menos del 6% (Peschka B. et
al.,1999), en menos del 10% (Meschede et al.,1998, Scholtes. et al., 1998, Gekas et
al.,2001, Sonntag et al.,2001 y Morel et. al, 2002) y en menos del 15% (Voigt R. et.
al., 2004), ademas existen diferencias en el numero de metafases analizadas en este
tipo de casos, las cuales oscilan entre 6 a 30 metafases con extension de la lectura
entre 50 a 150 mitosis para confirmar los mosaicos. También, no hay consenso sobre
las técnicas de apoyo diagndstico mas apropiadas para el estudio de esta clase de
alteraciones, ni el tipo de muestras apropiadas para confirmarlos (ejemplo, sangre
periférica y biopsia de piel). Incluso en el Sistema de Nomenclatura de Citogenética

Internacional tampoco existe un referente claro con respecto a la interpretacion de los

mosaicismos de baja proporcion, pues la definicion de los mosaicismos como tal:

“anormalidades en las cuales coexisten en un mismo organismo dos o més lineas

celulares cromosdmicamente diferentes, detectadas en por lo menos dos células™, no

contribuye del todo a esclarecer este tipo de hallazgos a nivel citogenético ni clinico,
incluso algunos autores como Peschka et. al. (1999) y Voigt R. et. al. (2004) tienen
en cuenta dentro del mosaico una sola célula anormal si encuentran mas de dos lineas

aneuploides relacionadas, criterio aplicado en el estudio de la mujer control de 42

anos. Ademads, el ISCN (1995) no indica los porcentajes minimos ni maximos de

células aneuploides requeridas para definir un mosaicismo de bajo nivel.
Existen varios estudios prospectivos y retrospectivos en el campo citogenético
en parejas con aborto recurrente, la tabla Nol8 resime seis reportes mundiales

realizados entre 1980 a 2003.
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2005 Singh, D.H. Holzgreve Sachs E.S. et. Fryns and Mahfouz Duzcan F.
(Colombia) et.al.,1980 | W.etal. 1984 al.,1985 Buggenhut, 1998 | R.et.al.,2001 et. al,2003
(Tennessee) | (California) (Holanda) (Bélgica) (Libano) (Turkia)
No PAREJAS
20 23 144 500 1743 561 226
CARIOTIPO
NORMAL 18/20 (90%) 18/23 (78%) 128/144 (89%) | 450/500 (90%) 1650/1743 (95%) | 549/561 (98%) | 215/226 (95%)
CARIOTIPO
ANORMAL 2/20 (10%) 5/23 (22%) 16/144 (11%) 50/500 (10%) 93/1743 (5%) 12/561 (2%) 11/226 (5%)
MOSACISMO EN
CROMOSOMA SEXUAL 2/2 (100%) 5/5(100%) 12/16 (75%) 18/50 (36%) 4/93 (4,3%) 2/12 (16,7%) 1/11 (9%)
MOSACISMO
AUTOSOMAL 0/20(0%) 0/5(0%) 2/16 (12,5%) 6/50 (12%) 1/93 (1,1%) 0/12 (0%) 0/11 (0%)
TRANSLOCACIONES 0/20(0%) 0/5(0%) 2/16 (12,5%) 22/50 (44%) 71/93 (76,3%) 8/12 (66,7%) 8/11 (73%)
OTRAS ANOMALIAS 0/20(0%) 0/5(0%) 0/16 (0%) 4/50 (8%) 17/93 (18,3%) 2/12 (16,7%) 2/11(18%)
No ABORTOS >2 ABORTOS >2 ABORTOS | >2 ABORTOS >2 ABORTOS >2 ABORTOS >2 ABORTOS | >2 ABORTOS
EDAD GESTACIONAL <22 semanas NR <20 semanas NR <28 semanas NR <28 semanas
BR yBQen SP BGenSPyen BGenSPyen
TECNICA (MUESTRA) BG y FISH en SP y en algunos BG en SP BGen SP algunos casos BQ, BG en SP algunos casos BC
casos BP BC y NOR y NOR
16 Metafases 6 Metafases
contadas de las contadas de las
30 Metafases y 30 Metafases y les s6lo 8 cuales 5 20 Metafases y
LECTURA 100 en mosaicismo. 55 Metafases 50 a 60 en cuafs 30 NR lu das) 50 en
FISH 1000 nucleos mosaicismos analizadas) y anallzadas) y mosaicismos
50 a 100 en 20 en
mosaicismos mosaicismos

Tabla 18. Comparacién de hallazgos citogenéticos en estudios mundiales de parejas con aborto recurrente reportados
entre 1980 y 2003. BG, BC y BQ y NOR (Bandeos G, C y Q y NOR), FISH (Hibridacién in situ con Fluorescencia), SP (Sangre
periférica), NR (No reporta), BP (Biopsia de Piel)
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Los reportes presentaron diferencias en cuanto al limite de edad gestacional de los
abortos, técnicas empleadas en los estudios, tipo de muestras analizadas en las
parejas, nimero de metafases leidas y nimero de parejas estudiadas. Estos diversos
parametros no sélo influyen sobre las frecuencias calculadas y por ende dificultan la
comparabilidad de los estudios, sino que también es un reflejo de la gran
heterogeneidad de conceptos en cuanto a la definicion de aborto y mosaicismo de
baja proporcion, aspecto que ha venido siendo preocupante para la comunidad
cientifica. La Sociedad Europea de Embriologia y Reproduccion Humana propone la
urgente necesidad de hacer un consenso no sélo sobre la evaluacion diagndstica sino
también sobre los referentes conceptuales a tener en cuenta en la investigacion del
aborto recurrente (Christiansen, O.B., 2005).

A pesar de estas limitaciones, es importante rescatar algunas particularidades
observadas al comparar los reportes con el presente estudio. Aunque el porcentaje de
anormalidad cromosOmica en las parejas con aborto recurrente oscila entre el 2 al 5%,
en algunos reportes se muestra un porcentaje mas alto entre el 10 al 22%, lo cual es
comparable con el calculado en las 20 parejas estudiadas (10%), esto se justifica por
el pequefio tamafio de muestra. Con respecto a la cromosomopatia mas frecuente, en
4 de 6 estudios las translocaciones ocupan el mayor porcentaje, entre el 44 al 76,3%,
sin embargo, se encontro la particularidad que los mosaicismos de baja proporcion en
cromosomas sexuales cubre en los 2 estudios restantes el mayor porcentaje de
anormalidad cromosdmica, que oscilo entre el 75 a 100%, no obstante en los demas
estudios hubo presencia de este tipo de alteracion en las parejas analizadas oscilando
entre un 4,3% a 36%. En el presente estudio, se reportan dos mosaicismos de baja
proporcidon en cromosomas sexuales como Unica cromosomopatia reportada, aspecto
similar a lo reportado por Singh, D.H. et. al.(1980) en su estudio sobre 23 parejas
analizadas. Holzgreve W. et.al. (1984) a pesar de encontrar otras anomalias en las
144 parejas analizadas, tuvo mayor porcentaje (75%) de mosaicismo con respecto a
las demaés alteraciones.

Es notorio que los mosaicismos en cromosomas autosdémicos son menos
frecuentes que los mosaicismos en cromosomas sexuales, incluso en 3 reportes no se
encontraron y en aquellos donde se presentaron, su porcentaje fue relativamente bajo
con respecto a los mosaicismos en cromosomas sexuales (12,5% Vvs.75%, 12% vs.
36% y 1% vs. 4,3%). Esto puede justificarse por el hecho que una célula puede

mantenerse viable aun con la pérdida de cromosomas sexuales ya sea de un
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cromosoma X 0 un cromosoma Y, pues la inactivacion del cromosoma X y el alto
contenido de heterocromatina constitutiva (no codificante) en el cromosoma Y son
factores que pueden entrar a jugar a la hora de seleccionar positivamente una célula
aneuploide, llegando a ser factores “a favor” del mantenimiento de la vida de la célula
alterada, caso contrario ocurre en los cromosomas autosomicos, donde en cada uno de
ellos se presentan miles de genes que regulan continuamente el desarrollo y funcion
de la célula y cualquier alteracion en ellos (rearreglo estructural no balanceado o
pérdida) conlleva a la letalidad celular.

Los estudios de Singh D.H. et al. (1980), Holzgreve W. et. al. (1984), Sachs
E.S. et. al. (1985) y Mahfouz R. et al. (2001) ponen en evidencia que los
mosaicismos de baja proporcion en cromosomas sexuales son mas frecuentes en
mujeres que en hombres pues las frecuencias oscilan entre el 89 al 100%. Los dos
mosaicos encontrados en este estudio pertenecieron a dos mujeres abortadoras (2/2),
rasgo similar a los estudios de Singh D.H. et al. (5/5) y Mahfouz R. et al. (2/2); los
estudios de Holzgreve W. et. al. (11/12) y Sachs E.S. et. al. (16/18) a pesar de
mostrar mayor frecuencia de mosaicismo en mujeres (11/12 y 16/18) también
encontrd repercusion en hombres (92% vs. 8% y 89% vs. 11%) aunque en un
porcentaje claramente menor. Al igual que en el presente estudio, ningin reporte
encontrd mosaicismo en los dos integrantes de la pareja.

En los mosaicismos reportados en la literatura es notoria la amplia
heterogeneidad de aneuploidias encontradas en cada uno de los mosaicos, no obstante
fueron mas frecuentes las lineas celulares hiperdiploides que las hipodiploides. En lo
que respecta a los mosaicos hallados en el presente estudio, la presencia de lineas
celulares hipo e hiperdiploides fue equitativa, pues una mujer presentd dentro de su
mosaico, monosomia de X (45,X) y la otra mujer trisomia de X (47,XXX). En los
reportes, los complementos cromosomicos 47,XXX/46,XX y 45,X/46,XX no se
presentaron en una frecuencia sobresaliente con respecto a los demas mosaicos, sin
embargo, en todos los estudios se reportan uno de los dos o ambos mosaicos
encontrados en este estudio. Adicionalmente, en las pacientes con mosaicismos, las
células aneuploides se observaron por citogenética convencional en un 2%(mos2) y
5%(mosl) respectivamente, en los reportes mundiales, este tipo de mosaicos se
encontraron en menos del 10%, por lo cual caben dentro de la categoria de

mosaicismos de baja proporcion (Tabla 19).
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OTROS
45,X/46,XX 47,XXX/46,XX MOSAICOS
Frecuencia Frecuencia Frecuencia (%) Conteo Frecuencia
(%) (%) celular (%) (%)
2005,
(Colombia) Y5 (50%) 5/95 (5%) 15 (50%) | 2/98 (2%) 0/2 (0%)
Sachs E.S. et.
al.,1985
(Netherlands) 7/18 (39%) 3/49 (6%) 1/18 (5,5%) | 2/50 (4%) | 10/18 (55,5%)
Holzgreve
W. et.
al.,1984
(California) 0/12 (0%) 0 (0%) 2/12 (17%) | 1/49 2%)| 10/12 (83%)
Duzcan F. et.
al.,2003 No reporta
(Turquia) 0/1 (0%) 0 (0%) 1/1 (100%) (<10%) 0/1 (0%)
Kuo P.L. and
Guo H.R.,
2004 5195 (5%) y
(Taiwan)* 2/18 (11%) 7/93 (71%) 2/18 (11%) 18/82(18%) | 14/18 (78%)
Voigt R.
etal, 2004
(Alemania)* 15/25 (60%) | 2,5/53 (5%) 0/25 (0%) 0 (0%)| 10/25 (40%)
* Estudios con mujeres con aborto recurrente inicamente

Tabla 19. Comparacion de los mosaicos de baja proporcion en cromosomas
sexuales hallados en el presente estudio con respecto a los reportados en la
literatura mundial mediante andlisis convencionales por bandeo GTG.

Al momento del andlisis citogenético las pacientes tenian 36 (mosl) y 37
(mos2) afios de edad, sin embargo la paciente de 37 afos se habia realizado un
cariotipo previo a los 35 afos de edad donde se reportd el mismo mosaico
47,XXX/46,XX, observacion que contribuye a confirmar que éste es independiente de
la edad avanzada.

La anterior valoracion también se apoya en los resultados obtenidos por FISH,
por Guttenbach M. et. al. (1995) y Devi A.S.et. al. (1998). En el estudio de
Guttenbach M. et. al. evaluaron mediante esta técnica en individuos saludables (90
mujeres y 138 hombres), la pérdida del cromosoma X y Y en relacion con la edad,
estimando que la pérdida del cromosoma X en mujeres es mucho mas frecuente que
la pérdida del cromosoma Y en hombres, pero esta pérdida s6lo mostrd relacion
significativa después de la menopausia. Asi mismo, Devi A.S.et. al. reportaron en 30

controles entre 18 a 65 afios de edad, una asociacion entre la edad y el porcentaje de
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células con monosomia de X, con una tasa de acumulacion de células de
aproximadamente 700 por 10° células por afio.

Similarmente, el estudio de Guttenbach et. al., correlacionaron la pérdida del
cromosoma X con la edad, a través de estudios de FISH en nucleos interfasicos de 90
mujeres normales entre los 0 a 91 anos de edad. El analisis de regresion lineal
demostrd que existe una fuerte correlacion entre la frecuencia de nticleos interfasicos
con monosomia de X y la edad, inicamente en mujeres afiejas entre los 52 a 91 afios.
Guttenbach et. al. reportan en las mujeres analizadas entre los 21 a 25 afios un
porcentaje promedio de pérdida del cromosoma X del 2,23% y Devi A.S. et. al. entre
un 1,7% aproximadamente, en este estudio las dos mujeres control analizadas por
FISH dentro de este rango de edad, mostraron una frecuencia del 0,4% y como es
notorio, no supera la frecuencia limite publicada en los dos reportes. En las mujeres
de 36 a 40 afios se reporta un porcentaje de hipodiploidia del 2,95% por Guttenbach
et. al. y Devi A.S.et. al. de un 2,45% aproximadamente, las mujeres control del
presente estudio no superan dicho porcentaje pues se halldo en un promedio de 0,6%.
Finalmente, en mujeres entre 41 a 45 afios el porcentaje de nucleos que exhibieron
una sola sefial fue del 2,52% por Guttenbach et. al. y por Devi A.S. et. al. de un 2,9%
aproximadamente, lo cual soporta la idea que el mosaico observado en la mujer
control de 42 afos del estudio, es producto de un efecto adquirido por la edad, pues
en el FISH se evidenci6 un porcentaje de hipodiploidia del 3,4% donde a pesar de ser
un poco mayor, no sobrepasa la frecuencia maxima de monosomia obtenida por
Guttenbach et. al. en una mujer de 91 afios (5,1%) ni por Devi A.S. et. al. en una
mujer de 65 afios (4,6% aproximadamente) (Figura 10).

Todas estas valoraciones también se respaldan por el hecho que la mujer
control de 42 afios encuentra en estado premenopausico, debido a que su valor de
FSH fue de 19,5 mUI/ml en el dia tres del ciclo menstrual indicador de reserva
ovarica disminuida.

Ahora, comparando las frecuencias de monosomia de X halladas en las dos
abortadoras con mosaicismo (Mos 1 y mos2), con respecto a las mujeres control de
Guttenbach et. al, Devi A.S.et. al. y las del presente estudio, se observa que la
frecuencia de hipodiploidias se apartan de las frecuencias observadas en las controles
pues la mujer mos 1 presentd un valor de monosomia del 16,6% y la mujer mos2 del
5,6%. Incluso dichos valores superan la frecuencia limite de monosomia de X

reportada por Guttenbach et. al. y Devi A.S.et. al. en el grupo de mujeres afiejas
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(5,1% y 4,6% aproximadamente) y ademds es mayor al porcentaje encontrado en la
mujer control de 42 afios con mosaicismo (3,8%) (Figura 11).

El anterior analisis, da mayor indicio que el mosaicismo en las dos mujeres
abortadoras es una anormalidad cromosomica constitucional originada desde las
primeras etapas del desarrollo embrionario mas no por una anormalidad adquirida
durante la vida por efecto de la edad, sin embargo, esto realmente se llegaria a
comprobar mediante un estudio cromosémico en fibroblastos de biopsia de piel que
no so6lo confirmaria la alteracién como un rasgo constitucional sino que también daria
una aproximacion hacia el sefialamiento de un posible mosaicismo cromosdémico en
linea germinal el cual podria tener un efecto sobre el desarrollo de las células y
también sobre la capacidad de fertilizacion.

Otro aspecto a analizar son los tipos y proporcion de mosaicismos
encontrados entre los estudios de citogenética convencional y molecular en las
pacientes mos 1 y mos2. En la paciente mosl la monosomia de X se observo en un
5% vs. 16,6%, porcentajes que confirman la presencia de la linea celular 45,X en la
paciente, pues fue la anomalia que sobresalié por ambas técnicas. En la paciente mos2
se esperaba que por FISH el porcentaje de trisomia de X fuera mayor, pero
particularmente se observé mayor frecuencia de monosomia con respecto a trisomia
de X (5,6% vs. 0,9%), este comportamiento posiblemente puede deberse a que el
amplio nimero de células analizadas por FISH (1000 nucleos) permiti6 encontrar
lineas celulares anormales no detectables en un conteo metafasico de solo 100
células, por lo cual, la sensibilidad del FISH en el estudio de mosaicismos
cromosomicos de baja proporcién es mayor. Ademas, independientemente que por
FISH, las células 47,XXX resultaran menos frecuentes que las células 45,X, ambas
lineas fueron mayores en las pacientes con respecto a las controles, lo cual indica que
no se pueden interpretar como artefactos de hibridizacion. Seria importante,
confirmar el comportamiento del mosaico en otros tipos de tejido como por ejemplo,
fibroblastos de biopsia de piel.

Aunque los resultados citogenéticos fueron comparables con respecto a los
estudios internacionales, seria importante realizar sobre nuestra poblacion normal, un
estudio citogenético molecular que correlacione la edad, con el porcentaje de
aneuploidia en los cromosomas sexuales. Estos valores serian un gran referente a la
hora de interpretar los mosaicismos de baja proporcion en pacientes colombianas con

oborto recurrente.
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Figura 10. Comparacion de la frecuencia de hipodiploidias detectadas por FISH
en 1000 ndcleos interfésicos, entre mujeres controles del presente estudio
(Cecolfes, 2005) y mujeres normales reportadas por Guttenbach et.al. (1995) y
Devi A.S.et.al. (1998). Las frecuencias comparadas se encuentran en el rango de edad
de 21 a 45 afios.
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Figura 11. Comparacion de la frecuencia de hipodiploidias detectadas por FISH
en 1000 nucleos interfasicos, entre las mujeres abortadoras con mosaicismo y los
controles normales del reporte internacional de Guttenbach et.al. (1995) y Devi
A.S.et.al. (1998) y del presente estudio (Cecolfes, 2005). Las mujeres control de
presentaron la misma edad de las pacientes (36 anos para mosly 37 afios para mos2).
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7.4  POSIBLES IMPLICACIONES BIOLOGICAS DE LOS MOSAICISMO DE
BAJA PROPORCION EN CROMOSOMA SEXUAL EN LAS MUJERES
ABORTADORAS

Peschka B et. al. (1999) plantea que no es clara la significancia de los
mosaicismos de cromosoma sexual para establecer el riesgo genético individual en la
descendencia. Por lo tanto la consejeria genética de esta entidad representa un
problema a la hora de valorar su repercusion sobre el desarrollo de sindromes
cromosomicos y por ende su relevancia clinica.

La significancia clinica de los mosaicismos de baja proporcion en cromosoma
X, tanto para las pacientes mismas como para su descendencia a la hora de establecer
el riesgo genético individual, se fundamenta actualmente en estas tres hipotesis: La
primera fue planteada por Burgoyne y Baker en 1984 , quienes proponen que durante
el emparejamiento meidtico en células aneuploides 45,X y 47,XXX se puede causar
muerte prematura de células germinales. La segunda hipotesis es que la calidad de los
oocitos puede estar influenciada por deficiencia o sobreexpresion de productos
génicos especificos en el cromosoma X. Y la tercera hipotesis esta basada en que los
mosaicismos en cromosoma X pueden ser una manifestacion de un control genético
anormal en la disyuncién cromosémica. Los defectos en los procesos de mitosis o
meiosis, pueden ocasionar un dafio gonadal incluyendo meiosis aberrantes y atresias
oociticas.

Es importante discutir los resultados obtenidos en el presente estudio,
tomando como referencia estas tres hipotesis:

Los mosaicismos de baja proporcion en cromosoma sexual se originan
posiblemente por un mecanismo de no — disyuncidén mitotica o anafase prolongada
durante el desarrollo embrionario temprano. El fendmeno de separacion prematura
del centromero incrementa el riesgo de no — disyuncién causando aneuploidia del
cromosoma X primordialmente. Debido a que la incidencia de dicho fendmeno es
mas baja en hombres que en mujeres, es probable que el cromosoma X inactivo sea
mas propenso a sufrir esta alteracion, esto se ha confirmado porque en células con
monosomia de X en la mayoria de los casos se ha perdido el cromosoma X inactivo
(Guttenbach M. et. al,1995)

No se puede decir con exactitud el fendmeno responsable del origen de los
mosaicos 45,X/46,XX y 47,XXX/46,XX hallados en las pacientes, solo se pueden

formular algunas hipodtesis que traten de explicarlos: Dichos mosaicos, pudieron
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haber surgido por un fendmeno de no — disyuncion poscigotica, de una de las células
46,XX, produciendo un mosaico 45,X/47,XXX/46,XX, esto se respalda con la
deteccion por FISH de complementos 45,X/47,XXX/46,XX en ambas pacientes.
También el mosaico 45,X/46,XX pudo haberse producido por una anafase larga que
afectd la disyuncion normal del cromosoma X en una célula normal 46,XX del
embrion. El cultivo de fibroblastos ayudaria a esclarecer atin mas el posible origen de
los mosaicos, pues no sélo daria informacion sobre la presencia o no de las
aneuploidias en otro tipo de tejidos, sino también de acuerdo a su porcentaje,
contribuiria a vislumbrar cdmo estaria repercutiendo sobre la linea germinal.

Por otro lado, los mosaicismos repercuten en la descendencia de los
individuos que los portan puesto que también son un reflejo de una inestabilidad
genética que predispone a las mujeres afectadas a un riesgo incrementado de producir
embarazos anormales que culminan en aborto o en la concepcién de hijos con
anormalidades congénitas. Las explicaciones mas pausibles de los abortos en las
madres con mosaicismo en cromosoma X son en primer lugar la presencia de gen o
genes alterados responsables de regular en la meiosis la disyuncion o la continuidad
del ciclo celular (anafase larga), lo cual produciria abortos con monosomias o
trisomias, o en segundo lugar, el fendmeno de no disyuncidon primaria después de la
fecundacion, lo cual podria producir un cigoto aneuploide no viable o con algin
mosaicismo.

Estas valoraciones se respaldan con los datos de Singh, D.H. et. al,(1980), en
donde se analizaron 97 concepciones de 31 madres con mosaicismo encontrandose en
el 75% de los fetos anormalidad cromosomica, de éstos el 50% culmind en aborto
espontdneo y el 25% tuvo anormalidades genéticas o congénitas detectadas al
nacimiento, porcentaje que es muy alto con respecto a la tasa de aborto reportada para
la poblacion general (10 a 15%). Mas recientemente, Kuo P.L. and Guo H.R. (2004)
reportan en 18 mujeres con mosaicismo cromosomico de baja proporcion en
cromosoma X, 39 abortos, de los cuales 33 tuvieron cariotipo disponible con un 61%
(20/33) de anormalidad. De los 20 abortos anormales el 55% (11/20) correspondieron
a trisomias (13,15, 16, 18, 21y 22), el 35% (7/20) a monosomia de X universal
(45,X), el 5% a triploidia (69,XXX) y el 5% restante a un mosaico en cromosoma
sexual (45,X/46,XX).

Debido a que los productos de aborto de las pacientes mosl y mos2 no fueron

estudiados citogenéticamente, no fue posible compararlos con estos antecedentes, sin
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embargo, en los dos casos el promedio de edad gestacional de las pérdidas estan entre
las 7 a 12 semanas (mosl 8,6 y mos2 10,6 semanas), periodo en el que se han
reportado el mayor nimero de cromosomopatias en productos de aborto analizados.

Los arboles genealogicos evidencian en ambos casos antecedentes de
infertilidad, lo cual representa en las pacientes algun tipo de inestabilidad genética
heredada a nivel familiar. Esto es méas evidente, en el arbol de la paciente mosl, quien
tiene una tia paterna con infertilidad no estudiada y dos hermanos infértiles con falla
espermatica. Pensando en la posibilidad de justificar dichos problemas reproductivos
por la presencia de mosaicismo, se les realizé a los dos hermanos el cariotipo pero
fueron normales (46,XY), lo cual indica que su inestabilidad genética representada en
infertilidad podria deberse a otro tipo de dafios genéticos. Se ha sustentado que la
inestabilidad genética en hombres se refleja en infertilidad mientras que en mujeres se
refleja en aborto recurrente, por lo cual es importante contemplar en este tipo de
familias el estudio de factores de riesgo como microdeleciones en cromosoma Y,
mutaciones en genes que intervienen en la division celular o deteccion de
mosaicismos cromosoémicos en linea germinal.

Por todas estas observaciones, se recomienda en este tipo de mujeres, el
diagnostico genético preimplantacion o el diagnostico prenatal para el seguimiento de
sus embarazos, sin embargo estas alternativas son ampliamente debatidas desde el
punto de vista ético, por lo cual se hace necesario analizar las implicaciones de estos
tratamientos dentro del contexto socio-cultural y politico de nuestro pais.

7.5 ASPECTOS CLINICOS DE LAS PACIENTES CON MOSAICISMO DE

BAJA PROPORCION EN CROMOSOMA X

La evaluacion diagnostica de las 18 parejas con cariotipo normal ilustra el
comportamiento multifactorial del aborto recurrente al igual que las dos parejas
afectadas por el mosaicismo de baja proporcion en cromosoma X. El unico estudio
que ha intentado investigar los mecanismos de aborto recurrente en mujeres con
mosaicismo de cromosoma X es el reportado por Kuo P.L and Guo H.G. (2004).
Estos autores estudiaron integralmente 18 mujeres afectadas por esta anormalidad y
compararon sus datos con respecto a dos grupos control con antecedente de aborto
recurrente, uno con rearreglos autosémicos estructurales balanceados y otro sin
anormalidades cromosdmicas. Solo dos factores fueron implicados en el aborto
recurrente de las mujeres con mosaicismo; la reserva ovdarica disminuida y las

anormalidades uterinas. En las dos pacientes con mosaicismo, no se encontro falla
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ovarica prematura, la cual fue cuantificada por la medicion del nivel de FSH en el dia
tres del ciclo menstrual. Este valor también fue comparado con dos grupos de mujeres
de la misma edad; abortadoras citogenéticamente normales y controles normales sin
antecedente de aborto, con ciclos regulares y demds parametros establecidos para el
grupo control de este estudio. Aunque en la paciente mos2 el valor de FSH fue mas
alto con respecto a la abortadora cromosdomicamente normal y al control normal
(10,5mUI/ml vs. 5,7mUI/ml vs. 5,3mUI/ml) fue <12 mUI/ml por lo cual no se puede
catalogar como reserva ovarica disminuida, en la paciente mosl los valores de FSH
no fueron muy diferentes (6,5mUI/ml vs. 8,0mUI/ml vs. 5,3mUI/ml). En relacién con
las anormalidades uterinas, tampoco presentaron alteraciones.

En todos los estudios referenciados las mujeres con mosaicismos en
cromosoma X, fueron fenotipicamente normales, no presentaron en ningin caso
fenotipo asociado con Sindrome de Turner, Sindrome de Superhembra, disgenesia
gonadal o cualquier otro desérden genético asociado con fallas en el desarrollo
sexual. No hubo una homogeneidad clinica en estas dos mujeres afectadas por
mosaicismo de baja proporcion en cromosoma X. Mientras en la paciente mosl se
observo ademas del mosaico un posible factor genético a nivel familiar y un factor
infeccioso, en la paciente mos2 se detectd ademads del factor genético dado por el
mosaico un factor inmune celular (citotoxicidad celular) y humoral
(Inmunodesviacion Thl). Esto sustenta que para asociar los mosaicismos de baja
proporcion en cromosoma X con demas factores clinicos, es necesario estudiar mayor
numero de pacientes afectadas por esta alteracion, lo cual seria un trabajo a largo
plazo pues se necesitaria analizar una cohorte de estas pacientes de tamafio
significativo. (Tabla 20)

83



PARAMETROS DESCRIPTIVOS

PACIENTE mosl

PACIENTE mos2

EDAD ACTUAL 37 38
MENARQUIA 14 13
CICLOS MENSTRUALES 24-27X3 30X3
HISTORIA OBSTETRICA GS5P0AS G4P1A3
CARIOTIPO ABORTOS NO NO
PROMEDIO DE EDAD GESTACIONAL EN LAS PERDIDAS 8,6 10,6
PROMEDIO DE EDAD MATERNA EN LAS PERDIDAS 28 33

CITOGENETICA CONVENCIONAL BANDEO GTG

mos45,X[5]/46,XX[95]

mos47,XXX[2]/46,XX[98]

CITOGENETICA MOLECULAR FISH

ish nuc mos45,X[166]/47,XXX[8]/46,XX[826]

ish nuc mos45,X[56]/47,XXX[9]/46,XX[935]

% ANEUPLOIDIA BANDEO GTG

5

2

% ANEUPLOIDIA FISH 17,4 6,5
NIVELES DE FSH DIA 3 DEL CICLO MENSTRUAL (mUI/ml) 6,5 10,5
CARIOTIPO DE LA PAREJA 46,XY 46, XY
EDAD ACTUAL DE LA PAREJA 40 44
HIJOS DE OTRA UNION SI NO
HIJOS CON ANORMALIDADES CONGENITAS NO NO
FENOTIPO NORMAL NORMAL
EXAMEN ANATOMICO NORMAL NORMAL
ANTECEDENTES FAMILIARES INFERTILIDAD INFERTILIDAD
FACTOR DIAGNOSTICO FACTOR GENETICO E INFECCIOSO|[FACTOR GENETICO Y FACTOR INMUNE

Tabla 20. Descripcion clinica y citogenética de las pacientes afectadas por mosaicismo de baja proporcién en cromosomas

sexuales.
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8 CONCLUSIONES

La comparabilidad de los resultados citogenéticos y clinicos obtenidos de las
parejas remitidas, pusieron en evidencia la amplia heterogeneidad de conceptos y
directrices diagnosticas y de manejo del aborto recurrente, por lo que se hace
necesario promover un consenso, que permita avanzar significativamente en el
prondstico y tratamiento de las parejas afectadas, bajo una perspectiva integrada y

multifactorial.

El hecho que en el 75% de las parejas remitidas por aborto recurrente, exista
un compromiso clinico en mas de un factor diagndstico a nivel inmune, genético,
anatdémico, hormonal, infeccioso o masculino, ilustré que la perspectiva multifactorial
respecto a la patogénesis del aborto recurrente deja de lado la vision mono —

etioldgica tradicional.

El factor diagndstico mas frecuentemente involucrado en las parejas con
aborto recurrente fue el inmunologico (75%), dicha observacion hace ver que en el
proceso diagndstico rutinario se estd subestimando el factor genético en las parejas
afectadas, aspecto evidente por el bajo porcentaje de cariotipos estudiados en los
productos de aborto (10%) y por la poca disponibilidad de herramientas diagndsticas
a nivel molecular que no sélo aumentarian la factibilidad para la obtencion de
resultados rapidos y confiables de las pérdidas sino que también contribuirian a

descartar otros factores genéticos causales diferentes al citogenético.

En los estudios citogenéticos de las parejas estudiadas por antecedente de
aborto recurrente se observd una frecuencia del 10% (2/20) de mosaicismos
cromosdmicos de baja proporcidn, sin embargo, aunque se esperaria una disminucion
de su frecuencia con un nimero mayor de muestra estudiada, ésta representa una de
las cromosomopatias sobre las cuales se deben focalizar investigaciones futuras no
solo para su interpretacion citogenética sino para su asociacion clinico — patoldgica

con el aborto recurrente.

La interpretacion citogenética de los mosaicismos de baja proporcion requiere

la integracion de la citogenética convencional (Bandeo G) y la citogenética molecular
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(FISH), pues como se hizo evidente en el estudio caso control, permitieron darle en
las pacientes afectadas un valor diagndstico con respecto a la mujer control normal,
que lo presentd de manera adquirida por el efecto de edad, no obstante para confirmar
en las pacientes abortadoras que esta anomalia es constitucional seria recomendable
confirmar de rutina estos hallazgos en otro tipo de tejidos, como por ejemplo
fibroblastos de biopsia de piel y tejidos gonadales.

Los mosaicismos cromosomicos 45,X[5]/46,XX[95] y 47,XXX[2]/46,XX[98]
de las pacientes afectadas mosl y mos2 fueron confirmados por FISH con un
porcentaje del 16,6% y 0,9% sobre 1000 nucleos interfasicos respectivamente, no
obstante por la sensibilidad de la técnica fue posible identificar la existencia de otras
lineas celulares tales como 47,XXX en la paciente mosl y 45,X en la pacientes mos2,

seria interesante confirmar en otro tipo de tejido dichos hallazgos.

Aunque no se estudiaron los ocho productos de aborto de las dos mujeres
afectadas por mosaicismos de baja proporcion en cromosoma sexual (5 y 3
respectivamente), varios estudios como el de Singh, D.H. et. al,(1980) y Kuo P.L.
and Guo H.R. (2004) han demostrado que estas pacientes tienen pérdidas con
anormalidad cromosomica entre 50% al 61%, porcentaje incrementado con respecto a
la tasa de aborto reportada para la poblacion general (10 a 15%). Por ello, se
recomienda promover dentro de la consejeria genética de estas pacientes afectadas,

un seguimiento ecografico estricto de sus futuros embarazos.

En las pacientes afectadas por mosaicismo de baja proporcidon en cromosoma
sexual se evidencian independientemente, posibles factores genéticos a nivel familiar,
factores inmunes como citotoxicidad celular e inmunodesviacion Thl y factores
infecciosos. Se sugiere a largo plazo estudiar una cohorte de estas pacientes para

poder realizar asociaciones clinico — patoldgicas significativas.
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9 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion se proponen las
siguientes perspectivas investigativas encaminadas a mejorar el diagnostico y

consejeria genética de las parejas con aborto recurrente:

Realizar diagnostico de productos de aborto por medio de Hibridizacion Gendmica

Comparativa.

Correlacionar la pérdida de los cromosomas sexuales en poblacion colombiana entre

0 a 90 afios con respecto a la edad.

Implementar de rutina el diagndstico molecular de otros factores genéticos

influyentes sobre el aborto recurrente.

Analizar una cohorte de pacientes con mosaicismo de baja proporcion en
cromosomas sexuales, para establecer en las pacientes con este tipo de anormalidad,
relaciones clinico — patoldgicas, genéticas y biologicas que permitan reorientar su

diagndstico y tratamiento.
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