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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo interpretar las técnicas citogenéticas para el
diagnostico de trisomias, este tipo de aneuploidia es un problema de salud que afecta a toda
la poblacion en general debido a que en muchos paises no se puede detectar a tiempo por el
déficit de equipamiento y personal especializado, por tal motivo se ha hecho necesario
establecer puntos estratégicos sobre la prevalencia de las trisomias reportadas junto con las
técnicas citogenéticas utilizadas para su identificacion, realizando comparaciones mediante
figuras y tablas para la comprension sistematica de resultados mediante la investigacion de
tipo descriptiva, recopilando informacidn de estudios expuestos en bases de datos cientificas
de gran impacto internacional como: Scielo, PubMed, Elsevier, Redalyc, Scopus, Google
académico, ademas de libros y sitios web. La investigacion estuvo conformada por una
poblacion de 130 y una muestra de 41 fuentes bibliograficas, aplicando criterios de seleccion
y extraccion de datos como el tiempo de publicacion de la informacion comprendido entre
los afios 2011 a 2021. Las trisomias reportadas con mayor prevalencia fueron la trisomia 21,
18y 13, se identificaron técnicas citogenéticas convencionales y moleculares, realizando su
interpretacion y comparaciones entre ventajas y desventajas. El cariotipo pese a tener
muchos afios de utilizacién sigue siendo la prueba de oro para el diagndstico de aneuploidias,
mientras que las técnicas moleculares son mas rapidas en la entrega de resultados, no
obstante, son poco utilizadas debido a la restriccion de analizar todo el genoma y con un

costo mucho mayor en relacion con el cariotipo.

Palabras clave: trisomias, aneuploidias, técnicas citogenéticas, diagndstico.



ABSTRACT

This study aimed to interpret cytogenetic techniques for the diagnosis of trisomies. This type
of aneuploidy is a health problem that affects the entire population because in many countries
it cannot be detected on time due to the lack of equipment and specialized personnel. For
this reason it has been necessary to establish strategic points on the prevalence of reported
trisomies along with the cytogenetic techniques used for their identification, making
comparisons through figures and tables for the systematic understanding of results. This
research used descriptive methods and compiled information from studies presented in
scientific databases of reputable international impact such as: Scielo, PubMed, Elsevier,
Redalyc, Scopus, academic Google, as well as books and websites. The research consisted
of a population of 130 individuals and a sample of 41 bibliographic sources. The researcher
used selection criteria and data extraction such as the time of publication of the information
comprised between the years 2011 to 2021. The highest trisomies prevalence were trisomy
21, 18 and 13. Conventional and molecular cytogenetic techniques were identified, making
interpretation and comparisons between advantages and disadvantages. The karyotype
continues to be the gold standard for the diagnosis of aneuploidies, while molecular
techniques are faster in delivering results; however, these techniques are not used very often
because of the restriction of analyzing the entire genome and with a much higher cost in

relation to the karyotype.

Key words: trisomies, aneuploidies, cytogenetic techniques, diagnosis.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las enfermedades cromosémicas representan un alto grado de incidencia en el mundo pese
a no ser tan comunes en la poblacién a diferencia de otras, esto conlleva la aparicion de
trastornos que pueden prolongarse durante toda la vida del ser humano. Gracias a los avances
tecnoldgicos se ha hecho posible grandes estudios del &cido desoxirribonucleico (ADN) y
por ende la evaluacion e interpretacion de la constitucion cromosdmica 2, lo que conlleva a
la utilizacion de técnicas citogenéticas que se describird durante este apartado para el

diagndstico de las trisomias.

La citogenética se remonta en estudios realizados por Karl Wilhelm von Négeli, quien
observé por primera vez las estructuras de un cromosoma del nicleo de una célula !,
posteriormente Walther Flemming en el afio1882 identificd ilustraciones de cromosomas
mediante estudios de procesos mitdticos. En el afio 1888 Heinrich Waldeyer dio a conocer
por primera vez el término cromosoma mediante la observacion en el microscopio de

laminas tefiidas con colorantes especificos 2.

Las alteraciones cromosdmicas con respecto a su nimero se denominan aneuploidias es decir
ganancia o pérdida de cromosomas que son especificamente de origen congénito. Las
trisomias 8, 9, 13, 15, 18, 21, 22, 23, entre otras que pueden presentarse indiferentemente en
cualquier lugar del genoma humano, son alteraciones que forman conjuntos de tres

cromosomas en un sitio habitual disdmico °.

El conjunto normal de cromosomas de una célula humana es de 23 pares, constituido por 22
autosomas y un par de cromosomas sexuales heredados de sus progenitores, XX en la mujer
y XY en el hombre 34, Entre las trisomias mas comunes se encuentran; el sindrome de Down
(SD) causado por la adicion de un cromosoma 21, sindrome de Edwards (SE) originado por
la presencia de un cromosoma 18 extra y sindrome de Patau (SP) producido por la suma de

un cromosoma 13 1.

El SD es la trisomia cromosémica con mayor incidencia en el mundo con 1 de cada 1.000
nacidos vivos > Europa y Asia son los continentes con mayor nimero de casos puesto que

se estima que se producen 1 de cada 150 abortos por SD en los primeros meses . En los



paises Sudamericanos, Chile es el que tiene una mayor tasa de morbimortalidad con 2.47

nacidos vivos ’, seguido por Argentina con 2.01 y Paraguay con 1.98 8.

Ecuador se encuentra en el octavo lugar con 1.48 seguido de Uruguay con 1.32 que son los
paises con menor incidencia & Con respecto a las provincias del Ecuador, existe una mayor
prevalencia en Manabi con 0.74, Santo Domingo con 0.72 y Zamora Chinchipe con 0.67 de

7.792 casos positivos con SD °.

El SE es la trisomia autosémica con mayor frecuencia luego del SD, a nivel mundial se
estima que afecta a 1 de cada 6.000 nacidos vivos °. En paises asiaticos como China de
acuerdo con estudios realizados se reporta un alto grado de prevalencia con un 62,96 % de
281 casos positivos de alteraciones cromosomicas detectados en una muestra de 42.924 11,
En Sudamérica Ecuador tiene una baja prevalencia del SE, en la ciudad de Quito se reporta

un 6,7% con una frecuencia del 0,02 segln el Registro Nacional de Cromosomopatias °.

El SP una alteracion cromosdmica poco frecuente seguida de la trisomia 18, a nivel mundial
presenta una incidencia de 1 en 10.000 a 20.000 nacidos vivos *2. A nivel de latinoamérica
Chile reporto la presencia de 438 casos con anomalias cromosomicas de los cuales el 24,2%
corresponden al SP, es el pais que reporta mas casos que otros estudios realizados en
Sudamérica 3. De acuerdo al Registro Nacional de Cromosomopatias, Ecuador reflejé un
10% de casos con una prevalencia de 0,03 en la ciudad de Quito *

En el pais los centros con los que se cuenta con el servicio de citogenética son muy escasos,
concentrandose solo en ciudades de mayor urbanizacion, como Quito, Guayaquil y Cuenca
debido a la falta de recursos para el equipamiento nacional. Muchas enfermedades son
diagnosticadas después del parto realizdndose un seguimiento mediante examenes
bioquimicos, ecograficos, entre otros. Los marcadores especificos utilizados en las técnicas
citogenéticas son de gran ayuda como dato principal para identificar la etiologia de las
enfermedades asociadas a aneuploidias, dado que las complicaciones difieren en grados de

complejidad lo que hace imposible ser predecibles con métodos de rutina.

La etiologia de las trisomias no esta cientificamente del todo comprobada, mediante estudios
se ha logrado evidenciar que la edad materna y la no disyuncion de la meiosis se asocian a

un 90% de los casos, siendo més frecuente en nifias que en varones. La interrupcion del

2



embarazo en etapas tempranas resulta necesaria para minimizar los dafios, puesto que estas
enfermedades presentan multiples alteraciones. El diagnostico oportuno mediante estudios

ecograficos y citogenéticos aportan la deteccion precoz y tratamiento intrauterino 6ptimo 4,

A medida que ha transcurrido el tiempo se han ido creando y fortaleciendo las técnicas para
la deteccidn de trastornos cromosdmicas para evaluar de mejor manera la constitucion génica
de los seres vivos, evitando los errores que conlleva el analisis tratandose de procesos
sumamente delicados en el manejo e interpretacion de los resultados. Su inicio data desde la
utilizacion de la citogenética clasica mediante el andlisis de bandeo cromosémico hasta la
implementacion de equipos y tecnicas sofisticadas como el cariotipo e Hibridacion

Fluorescente in situ (FISH).

Los trastornos cromosémicos como las trisomias afectan a toda poblacion en general, un
problema de salud que requiere de entidades organizadas para su deteccion, tomando en
cuenta que este tipo de aneuploidia no se puede detectar a tiempo por el déficit de equipos
en regiones de bajos recursos. Ademas, en muchos paises no se evidencian registros o
estudios sobre la prevalencia de cromosomopatias puesto que no existe personal técnico

especializado que garantice una buena investigacion y diagnostico °.

Con respecto al estudio citogenético ocurre un hecho al analizar las células de tejidos
extraidos por biopsias sin previo cultivo celular, produciendo pseudomosaicismos e
identificando lineas celulares de la madre mas no del feto en estudio, registrando una mala
practica si es extraido y analizado directamente, de igual manera cuando no se separan los
linfocitos de sangre periférica '°. Uno de los motivos por el cual no se puede interpretar
adecuadamente los cariotipos cromosomicos es justamente por el deficiente niUmero de
metafases analizadas ya sea por contaminacién o poca muestra, ademas de que muchas

células se encuentran en etapas de restitucion y su morfologia y material genético cambian
15

El cariotipo esta constituido por una nomenclatura de la citogenética internacional que tiene
que ser interpretada adecuadamente dado que los cromosomas poseen caracteristicas
especiales, por consiguiente, para un correcto reporte de laboratorio es necesario entender
los métodos utilizados tanto para la obtencién como para el analisis de la muestra con las

diferentes técnicas citogenéticas existentes en la actualidad.



La secuenciacion del ADN ha sido muy util en los dltimos afios para la obtencion de varias
copias gendmicas para su estudio, dado que muchas técnicas citogenéticas como las
moleculares hacen uso de este método hay que tomar en cuenta que pueden darse desaciertos
al no producirse hibridacion debido a que no se utiliza sondas especificas, también pueden
presentarse sefiales criticas que se marcan en los cromosomas asumiendo que se trata de
algun tipo de aneuploidia lo que puede ocasionar que se tomen medidas preventivas como
el aborto, sin embargo, hay quienes después de nacidos no han presentado ningun trastorno

genético 6.

El estudio de la investigacion cientifica se basa en identificar reportes sobre las técnicas
citogenéticas aplicadas al diagnéstico de las trisomias puesto que no se evidencian estudios
en muchos paises y por lo tanto no existen datos estadisticos sobre la prevalencia de las
trisomias, actualmente se han implementado métodos Utiles en el area de laboratorio que
pueden ser aplicados tradicionalmente por los técnicos sin necesidad de recurrir a técnicas

avanzadas con alto costo y equipamiento a menos que sea realmente necesario.

Normalmente para el estudio cromosomico referente a aneuploidias en las que se encuentran
inmiscuidas las trisomias, se basan en el analisis de cariogramas mediante técnicas
citogenéticas comunes como el cariotipo de bandas G y FISH, lo que ha contribuido a
identificar técnicas desconocidas que no se usan habitualmente para este tipo de trastornos
pero que son validas para el diagnostico de trisomias como la hibridacion genémica
comparativa (CGH), la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa y fluorescente (QF-

PCR), y la amplificacion de sondas dependientes de ligacion maltiple (MLPA).

El objetivo principal del presente proyecto de investigacion se basa en la interpretacion de
las técnicas citogenéticas en base a la informacién bibliogréafica recolectada, realizando
comparaciones y analisis de los resultados encontradas en los reportes cientificos
determinando la prevalencia de las trisomias y sefialando la importancia en el diagnéstico de

este tipo de aneuploidia.

Por lo tanto, para fortalecer los conocimientos se ha hecho necesario establecer puntos
estratégicos sobre la base de las pruebas de laboratorio comprendiendo los procedimientos

e interpretando los resultados, ademas de incentivar a estudiantes como a profesionales de

4



salud a optar por especialidades de origen genético puesto que existe una deficiencia
significativa de estudios realizados, lo cual representa una mayor demanda de especialistas

para el diagnostico de una gran gama de trastornos genéticos.

Citogenética

La citogenética es una disciplina de la genética que examina el componente hereditario de
una célula, se basa en el analisis estructural, funcionamiento y comportamiento de los
cromosomas durante la division celular 2. La citogenética se remonta en estudios realizados
por Karl Wilhelm von Né&geli, quien observo por primera vez las estructuras de un
cromosoma del nicleo de una célula !, posteriormente Walther Flemming en el afio1882
identifico ilustraciones de cromosomas mediante estudios de procesos mitoticos. En el afio
1888 Heinrich Waldeyer dio a conocer por primera vez el término cromosoma mediante la

observacion en el microscopio de laminas tefiidas con colorantes especificos 2.

Cromosomas

Los cromosomas son paquetes constituidos por enrollamientos de ADN cuya funcién
principal es organizar y preservar el material hereditario *’. El conjunto normal de
cromosomas de una célula humana es de 23 pares, constituido por 22 autosomas y un par de
cromosomas sexuales XX en la mujer y XY en el hombre. Un cromosoma esta estructurado

por dos brazos nombrados por letras “q” largo y “p” corto, unidos por una region de

constriccion primaria denominada centromero *.

Alteraciones cromosémicas numéricas

Son patologias congénitas que ocurren cuando existe un aumento o disminucion de los 46
cromosomas habituales de las células humanas *® (Tabla 1). Se generan durante la division
celular siendo la méas conocida la no disyuncion meidtica y pueden afectar tanto a autosomas
como a cromosomas sexuales. En el mayor de los casos en las gestantes pueden ocurrir
abortos espontaneos y los fetos que sobreviven al parto se sujetan a padecer trastornos para

toda su vida *®°.



Tabla 1. Clasificacion de las alteraciones cromosdmicas numéricas

Nombre Descripcion
Euploidia Uno o mas juegos completos de cromosomas
Aneuploidias Aumento o disminucion del nGmero cromosémico
* Nulisomias Ausencia de cromosomas

« Monosomias Una sola copia de un cromosoma
« Trisomias Tres copias de cromosomas

« Poliploidias Mas de tres copias de cromosomas

Errores en la segregacion cromosémica

En la meiosis los mecanismos de division celular dan lugar a la formacién de gametos como
se muestra en la figura 1, la célula experimenta divisiones sucesivas hasta obtener cuatro
células haploides (a). Cuando la no disyuncion tiene lugar en la meiosis | (b), existe una
nulisomia en uno de los gametocitos secundarios, porque los cromosomas homologos no se
han separado y migran a un mismo gametocito y tras la meiosis Il la mitad de los gametos

son disémicos mientras que la otra mitad son nulisomicos %°.

Cuando los errores en la disyuncion tienen lugar en la meiosis Il (c), las dos crométides de
uno de los dos gametocitos secundarios se articulan a un solo gametocito, de modo que
existira un gametocito disébmico, un nulisomico y dos monosoémicos normales. Por lo tanto,
gametos disdmicos dardn lugar a trisomias, mientras que gametos nulisomicos a

monosomias %,



a) Segregacion Normal b) No Disyuncién ¢} No Disyuncién
cromosoma X en Meiosis | en Meicsis Il
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Figura 1. Errores en la no disyuncion mei6tica

Fuente: https://www.pinterest.com/pin/651333164832238890/

Trisomias cromosémicas

Son trastornos genéticos que se caracterizan por presentar una copia extra de un cromosoma
en un par homologo de una célula, afectando a varias zonas en los cromosomas produciendo
sindromes especificos acordes al sitio de insercion (Tabla 2), son consideradas como un tipo
de aneuploidia cromosomica que se presenta en etapas del desarrollo embrionario con la

presencia de efectos graves a nivel sistémico y fisiologico 2 -

La edad materna y la no disyuncion de la meiosis se asocian a un 90% de los casos de
trisomias, siendo mas frecuente en mujeres que en varones, la interrupcién del embarazo en
etapas tempranas resulta necesario para minimizar los dafios puesto que la enfermedad
presenta maltiples alteraciones 2% 2L, Entre las trisomias mas frecuentes se menciona el SD,
SEy SP.


https://www.pinterest.com/pin/651333164832238890/

Tabla 2. Clasificacion de las trisomias cromosdmicas

Trisomia Patologia
8 Sindrome de Warkany
9 Sindrome de Rethoré

13 Sindrome de Patau
15 Sindrome de Prader-Willi
18 Sindrome de Edwards

21 Sindrome de Down
22 Sindrome del ojo de gato
23 Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Down

El SD es la trisomia cromosomica con mayor prevalencia en el mundo con 1 de cada 1.000
nacidos vivos °, es un defecto congénito causado por la adicion de un cromosoma extra en
el par 21 de las células humanas, siendo objeto de gran atencion puesto que es muy
prevalente. Se caracteriza por presentar diversos niveles de discapacidad intelectual, entre
los rasgos fisicos representativos se encuentran el perfil facial plano, piel redundante en la
nuca y cuello corto 22, ElI mapeo de las regiones y los rasgos fenotipicos contribuyen al
diagndstico oportuno de la patogenia en etapas prenatales .

Sindrome de Edwards

El SE es la trisomia autosémica con mayor frecuencia luego del SD, a nivel mundial se
estima que afecta a 1 de cada 6.000 nacidos vivos *°. Es una cromosomopatia autosémica
que se identifica por la presencia de un cromosoma 18 adicional, caracterizado por un
conjunto de malformaciones congénitas. La tasa de mortalidad es muy alta durante la
gestacion y los menores que sobreviven desarrollan enfermedades tumorales 24, Las
caracteristicas que sobresalen para la deteccidn de dicha trisomia es el severo desbalance en
el desarrollo cognitivo e intelectual con facies dismorficas incapacitando la alimentacion y

la deambulacion por si solos 2.



Sindrome de Patau

El SP una Iteracién cromosomica poco frecuente seguida de la trisomia 18, a nivel mundial
presenta una incidencia de 1 en 10.000 a 20.000 nacidos vivos *2. Se caracteriza por la suma
de un cromosoma 13, la mortalidad es mucho mayor que otros sindromes comunes puesto
que apenas tienen una supervivencia de alrededor de 10 dias, quienes han logrado alargar
sus afios de vida se debe a que las malformaciones cardiovasculares y cerebrales no se han
desarrollado exhaustivamente como en los casos tipicos. Los rasgos mas representativos de
la enfermedad son la hendidura del paladar, plegadura de simio, labio leporino y dedos

pulgares a manera de gatillos °.

Cultivos celulares

Para el analisis citogenético de las trisomias se establece condiciones necesarias de las
células mediante cultivos con la finalidad de obtener células especificas. Se utilizan diversos
tejidos que son generalmente obtenidos por biopsias tales como médula 6sea, liquido
amnidtico, vellosidades coriales y sangre periférica. La muestra obtenida se coloca en una
caja Petri con solucion salina para limpiar las impurezas hematicas y se trasvasa al interior

del tubo cdnico que contiene el medio de cultivo 2*°,

Generalmente se usa el medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado
con suero bovino fetal. Para su preparacion se mide aproximadamente un volumen con el
90% de agua tridestilada fria y se adiciona lentamente el polvo del medio agitando hasta que
quede disuelto, se agrega 2.0 gramos de bicarbonato de sodio por litro junto con antibidticos
que se crean necesarios, para obtener un pH deseado se utiliza acido clorhidrico (HCL) 1 N

0 hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N y se completa el volumen con agua tridestilada 2*,

Se pueden utilizar cultivos primarios y secundarios, los de cultivo a corto plazo o primarios
se obtienen células en un periodo de tiempo de 72 horas hasta que las células absorban los
nutrientes del medio. La utilizacion de cultivos secundarios o a largo plazo que generalmente
duran varios dias se basa en la obtencién de mayor cantidad de células para establecer a

través de subcultivos las lineas celulares especificas evitando pseudomosaicismos 2.



Técnicas citogenéticas para el diagndstico de las trisomias
Cariotipo

Es una herramienta que ha generado gran impacto por su utilidad, estructurada por una
nomenclatura universal que se basa en una secuencia cromosémica organizada. Para su
estudio se utilizan células metafésicas las cuales son fotografiadas y ordenadas de acuerdo
con la forma, tamafio, posicidn del centrémero, brazos y otras particularidades, lo que ha
permitido discrepar sobre las diferentes hipétesis que se pueden presentar en el proceso

evolutivo y dinamica del cariotipo 7.

Para su estudio se utilizan células cultivadas de glébulos blancos de sangre periférica o de
tejidos, la fitohemoaglutinina se encarga de inducir la mitosis mediante la incubacion de la
muestra para que las células empiecen a dividirse, se detienen en metafase empleando
colchicina que rompen los microtubulos evitando la atraccion de los cromosomas. Para que
las células se separen se someten a cambios osméticos por medio de soluciones hipotonicas
como cloruro de potasio (KCI) que hace que estas aumenten su volumen, se deja caer una
gota a la altura de 30 centimetros en una lamina portaobjetos permitiendo la colision y la

dispersion de los cromosomas %8,

Las células estalladas son fijadas y tefiidas con colorantes especificos, se fotografian para la
separacion e identificacion del cariotipo mediante el andlisis de 10 a 15 metafases,
observando la mejor tincion y distribucion para la seleccion. En la actualidad existen equipos
tecnologicos como el cariotipador acoplado a programas con bases de datos cromosémicas

que simplifican el proceso de reordenamiento manual 2.

FISH

Es una herramienta de citogenética molecular para determinar la presencia o ausencia de
secuencias complementarias mediante fragmentos de ADN que a su vez estan marcados con
fluorocromos (sondas), como las centroméricas, apropiadas para la deteccion de patologias
numéricas. Se realiza por medio de cuatro procesos que son la fijacion y permeabilizacion,

la hibridacion, el lavado y la visualizacion 2°.
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En lafijacion y permeabilizacion los agentes utilizados son el metanol o etanol y las muestras
deben estar contenidas en laminas de vidrio para una adecuada adherencia evitando el
desprendimiento y la lisis celular, ademés de facilitar la incorporacion de los fluorocromos.
La hibridacion consiste en afiadir la sonda de anclaje a la muestra para que esta se una al
sitio complementario, la muestra se incuba y es sometida a temperaturas entre 37°C a 50°C

en oscuridad 2% 31,

El lavado se realiza mediante el uso de agua destilada una vez que haya transcurrido el
tiempo de hibridacion para remover las impurezas que no estan unidas a la sonda de marcaje
y las ldminas se dejan secar al ambiente. La visualizacion es posible en un microscopio
epifluorescente que contenga diversos filtros de color para identificar las ondas que

produjeron los fluorocromos % 3L,

CGH

Mundialmente es una técnica muy utilizada para el diagndstico de aneuploidias e
identificacion de enfermedades asociadas a procesos tumorales, parte de los fundamentos de
la FISH y permite comparar material genético de una muestra control y propoésito. En
relacion con el ADN luchan por hibridar en idénticos lugares del cromosoma, a su vez el
resultado de la tincion es proporcional a la alteracion, en tanto muestre una perdida especifica
del cromosoma se tifie de color rojo, en caso de que exista una duplicacién se tifie de color
verde, de ser normal adquiere un color amarillo debido a la proporcién equitativa y para su

lectura se utiliza un escaner laser para identificar la intensidad de los fluorocromos *.

aCGH

El array de hibridacién gendmica comparativa (aCGH), es una técnica molecular que ha
reemplazado a la CGH tradicional, permite la identificacion simultanea de aneuploidias y
otros tipos de alteraciones como ganancias o pérdidas cromosomicas mediante una matriz
de microarreglos que contiene cientos de clones del genoma humano, la diferencia con la
CGH es que se efectla en una matriz con pozos de microarrays en lugar de extendidos
metafasicos. Ademas, el cariotipo molecular es escaneado y analizado mediante un software

que permite identificar el nimero de copias entre la muestra control y la muestra problema
32,33
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Cada punto de la matriz que contienen los arrays representa el genoma completo, se marcan
los fluorocromos con la muestra problema y la mezcla incorporada compite por hibridar con
los arrays. La intensidad de la sefial es similar a la técnica convencional, mientras muestre
una igualdad con respecto a la coloracion de los fluorocromos representa que el paciente no
posee alteraciones gendmicas, en tanto el marcador verde tenga intensidad de sefial en una
region especifica indicara una ganancia cromosomica, una intensidad roja indicara pérdida

en la region marcada 32 33,

QF-PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa fluorescente y cuantitativa es una técnica de biologia
molecular para el estudio de cromosomopatias numéricas como las trisomias 21, 13 y 18,
ademas de las trisomias en los cromosomas sexuales. Se basa en el marcaje especifico de
microsatélites de secuencias cortas repetitivas (STR por sus siglas en inglés) que se
encuentran en los cromosomas de interés. Analiza alelos cromosémicos permitiendo

identificar el nimero de cromosomas de las células estudiadas **

Para el estudio de la muestra, se extrae el ADN sin ser necesario la cuantificacion, se utilizan
marcadores STR, se amplifican por PCR multiplex con cebadores especificos y se analizan
mediante un secuenciador. La lectura se realiza mediante trazos electroforéticos, las sefiales
en muestras normales proporcionan una relacion 1:1, sin embrago cuando se trata de una
trisomia las sefiales son 1:1:1. El intervalo de tiempo para la obtencion de la muestra es muy
significativo a comparacion con el cariotipo y FISH puesto que es mas rapido y su costo es

relativamente bajo 34,

MLPA

Es una técnica que sirve para identificar el nimero de copias de ADN con un alcance de
hasta 60 secuencias gendmicas mediante la aplicacion de PCR multiple. Las sondas como
las P095 en conjunto sirven para identificar las aneuploidias cromosémicas mas comunes
como la trisomia 13, 18, 21y las relacionados con los cromosomas sexuales X e Y. Al igual
que la técnica QF-PCR no requiere de cultivos celulares ademas de que el trabajo es menos

intensivo y costoso .
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Las sondas MLPA estan conformadas por un par de oligonucleétidos que hibridan en una
secuencia de ADN proposito, en el cual se ligan. Se amplifican mediante PCR con un
conjunto especifico de cebadores, las sondas amplificadas se pueden visualizar mediante
electroforesis capilar. En la reaccion los cebadores se consumen casi en su totalidad, el
amplicén es directamente proporcional a las copias de la sonda de la muestra, la lectura se

realiza mediante trazos electroforéticos acoplado a programas especificos *.

Nomenclatura de la citogenética

La base de la representacion de las cromosomopatias como punto de partida empieza por el
conteo total de cromosomas, identificando el género en el par 23 de los cromosomas
sexuales, seguido de la delecion, adicion o patologia que presenta, el centromero se toma
como referencia a un cromosoma libre, seguido por los brazos sean estos largos o cortos y
la afeccion en el nimero de bandas. Por ejemplo 46 XY del 15 q 16, significa que se trata de

un varon con delecion en el cromosoma 15 en el brazo largo de la banda 16 3¢,

Tabla 3. Nomenclatura de la citogenética internacional

Simbolo  Significado Simbolo  Significado

cen centromero inv inversion

del delecion + aumento

dic dicéntrico - disminucion

dup duplicacion mos mosaico

fra fragil p brazo corto

h heterocromatina q brazo largo

ins insercién pat paterno

mat materno t translocacion

r cromosoma en anillo tel telomero

S satélite mar marcador adicional
rotura i’ rotura 'y union

/ separacion lineas celulares ¢ Dudoso
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

Tipo de investigacion

Segun el nivel

Descriptiva: La informacion para realizar el presente trabajo fue recopilada referente a las
técnicas citogenéticas que se utilizan para diagnosticar trisomias, mediante la busqueda
aplicada de articulos cientificos que aporten significativamente a la presente investigacion,
lo que permitid presentar los resultados en cuadros y graficos que describen la naturaleza de
los datos de las variables en funcion de los objetivos planteados.

Segun el disefio

Documental: Debido a que el proceso investigativo se basd en una revision bibliografica
concerniente a libros electrénicos, articulos cientificos, revistas e investigaciones relevantes
que han sido publicadas en bases de informacion cientifica para el diagnostico citogenético
de las trisomias.

Segun la secuencia temporal

Transversal: Puesto que el proyecto de investigacion se realizé en un solo bloque de
resultados en un periodo de tiempo delimitado entre noviembre 2020 a abril 2021, periodo
en el cual seré expuesto y defendido una vez culminado.

Segun la cronologia de los hechos

Retrospectivo: Debido a que se tomo en cuenta informacion de fuentes bibliograficas que

han sido estudiadas y analizadas hasta un limite de 10 afios de publicacion.
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Determinacion de poblacion y muestra

Poblacion

La poblacion de estudio quedd constituida por un total de 130 fuentes bibliograficas
principalmente por articulos cientificos mediante el cual se realizo el abordaje de las técnicas
citogenéticas e interpretacion de estas para el diagnostico de las trisomias, tomando en
cuenta publicaciones en revistas y bases de datos cientificas de gran alcance informativo
como PubMed, Lilacs, Latindex, Redalyc, Scielo, Elsevier, Scopus, Google académico,
ademas de libros y paginas web, mismos que estuvieron publicados durante el periodo

comprendido entre los afios 2011 a 2021.

Muestra

La muestra utilizada fue de tipo no probabilistico puesto que se tomé en cuenta el criterio
personal en base al tema de estudio, identificando las fuentes bibliografias en diferentes
idiomas como espafiol, inglés, chino y polaco, escogiendo las mas relevantes para el anlisis
e interpretacion, de las cuales de escogieron un total de 41 fuentes bibliograficas

comprendidas en; Google académico 14, Scielo 24, Scopus 1y Elsevier 2.

La investigacion se realiz6 mediante motores de busqueda digitalizando las variables de
estudio: “prevalencia de las trisomias cromosdémicas” con 1.570 resultados en 0,04
segundos, se siguio simplificando la informaciéon con “diagnostico citogenético de las
trisomias” con 897 resultados en 0,03 segundos y por ultimo con “técnicas citogenéticas”
con 659 resultados en 0,06 segundos, Se analizaron y seleccionaron los documentos de cada

variable, obteniéndose una poblacién de estudio de 130 fuentes bibliogréaficas.

Criterios de seleccidn y extraccion de datos

Ademas del tiempo comprendido entre los afios 2011 a 2021 se aplicaron otros criterios de
inclusion para filtrar la informacion requerida para la muestra como: trisomias
cromosomicas libres, enfermedades relacionadas con trisomias, diagndstico de aneuploidias,

técnicas citogenéticas, asi como palabras clave como: trisomia, cariotipo, aneuploidias,
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citogenética, diagndstico, entre otras, en combinacion con operadores booleanos “AND” y

“OR” para identificar toda la informacion existente.

Entre los criterios de exclusion se apreciaron los articulos que no cumplian con el periodo
de tiempo establecido, sin embrago se utilizaron muy pocos debido a su gran aporte
informativo, estudios de trisomias estructurales y mosaicos que no tengan que ver con las
cromosomopatias numéricas, enfermedades no relacionadas a trisomias y citogenética en
animales y vegetales. Con una obtencion total para la muestra de analisis de 41 fuentes

bibliograficas.

Metodo de estudio: Se aplico el método teorico, puesto que se realizd un analisis

interpretativo de los resultados encontrados en las fuentes bibliograficas.

Técnicas y procedimientos

La recoleccién de la informacién se realizé por medio de sistema ordenado de revision
bibliogréfica contenido en bases de datos cientificas como revistas electronicas: PubMed,
Redalyc, Scielo, Scopus, Elsevier, Google académico, ademas de libros digitales y paginas

web de importancia académica mediante el cual se llevo el siguiente orden:

e La investigacion se inicio por medio de la recopilacion de informacién bibliogréafica
cuyo contenido esté referenciado con las técnicas citogenéticas y el diagnostico de las
trisomias.

e Se aplicaron criterios de inclusion y exclusion para filtrar y determinar la informacion
requerida para el estudio.

e Se disefid comparaciones mediante tablas y gréaficos para la comprensién de los
contenidos.

e Se realizaron conclusiones respondiendo a los objetivos planteados.

Materiales: Los materiales empleados en transcurso de la elaboracion del presente trabajo
investigativo fue una computadora portatil con servicio a internet para la busqueda sobre la
tematica propuesta, herramienta de Microsoft office para plasmar los datos e informacion
recabada y Microsoft Teams para el analisis y correccion de la informacién mediante la

comunicacién online tutor-estudiante.
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Procesamiento estadistico: Para el andlisis de los contenidos se calcularon promedios y se
mostraron en tablas, realizando la interpretacion de los resultados expuestos, asi como de las
fuentes bibliogréficas incorporadas en el proyecto de investigacion para acumular evidencias

mediante el uso de la triangulacion de informacion.

Consideraciones éticas: No se generan conflictos bioéticos puesto que la muestra analizada
no fue manipulada es decir no tiene origen biolégico, de modo que se respetaron los
principios éticos en la investigacion. Los resultados de la revision bibliogréafica fueron

utilizados con fines no maleficentes.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

v
Formulacion del problema a
investigar: Deficiencia de /'
conocimiento sobre las técnicas
citogenéticas utilizadas para el \

diagndstico de trisomias.

v

Bulsqueda de fuentes de informacion

Objetivo planteado: Interpretar las técnicas
citogenéticas mediante el andlisis de la
investigacion cientifica en el diagndstico de las
trisomias.

Palabras claves para la busqueda bibliografica:
trisomias, aneuploidias, técnicas citogenéticas,
diagnostico.

v

Base de datos cientificas:
*» Google Académico
« Scielo
* PubMed
* Scopus
« Elsevier
* Redalyc
Libros
Sitios web

Cumple con los criterios de inclusién

Contiene informacion datil para el
desarrollo del proyecto y los
articulos cientificos con un periodo de
10 afios de publicacion (31 %).

|

Los articulos seleccionados en la
muestra estuvieron constituidos por 41
articulos de los cuales se tomaron de
Google Académico 14, Scielo 24,
Scopus 1y Elsevier 2.

Los articulos, libros y sitios web
restantes fueron Utiles para realizar la
introduccion y discusion.

|

Eleccion del idioma: espafiol, inglés, chino y
polaco

La poblacién de estudio estuvo conformada por
130 fuentes bibliograficas contenidas en:

62 de Google Académico
43 de Scielo

8 de PubMed

3 de Scopus

2 de Elsevier

3 de Redalyc

5 de libros

4 de sitios web

v

Aplicar criterios de inclusion y exclusién para
la seleccion de articulos y libros

v

No cumple con los criterios de inclusion

No se considera util informacion de mas de 10
afos de publicacidn para los articulos cientificos,
libros y sitios web, no incluyen resultados de
pruebas de diagnostico.

!

Las fuentes bibliogréaficas excluidas por el afio
de publicacion fueron 17, las fuentes
bibliograficas que no incluyeron resultados de
pruebas de diagnéstico fueron 72.

Anélisis, parafraseo de la informacion
y cita con normas Vancouver de los
articulos seleccionados

’

Descartar Articulos
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CAPITULO IIl. DESARROLLO

Prevalencia de las trisomias cromosdmicas

Gracias a los estudios citogenéticos realizados a nivel mundial se puede evaluar la
prevalencia de las trisomias cromosdémicas mediante la aplicacion de técnicas citogenéticas
reportadas en las fuentes bibliogréaficas por medio de estudios de diversos autores. La
mayoria de las cromosomopatias presentan mdltiples alteraciones a nivel fisiol6gico y
sistémico que se relacionan entre ellas, lo que hace importante el estudio citogenético para
poder diferenciarlas, sin embrago en algunos paises en vias de desarrollo esta limitado al

diagndstico de trisomias mas frecuentes *.

La mayor parte de la poblacion en general desconoce la existencia de las anomalias
cromosOmicas o0 tiene muy poco conocimiento sobre ellas, el personal médico es el
encargado del diagnostico, sin embrago también se ve afectado por la deficiente informacion

epidemioldgica en el medio 8.

Marquez et al *, mencionan que la muerte de recién nacidos en las primeras semanas de
vida se debe a alguna alteracion cromosdmica, ocupando el segundo puesto de las 10
principales causas de mortalidad infantil en Latinoamérica, las cifras son alarmantes en
paises en desarrollo ya que no existe un control que respalde la salud en la poblacion

pediatrica.

Con el pasar de los afios las cifras de las alteraciones cromosomicas han ido disminuyendo,
pudiendo estar relacionados con el implemento de técnicas citogenéticas que orientan al
diagndstico oportuno, por lo tanto, resulta necesario disefiar programas a nivel
organizacional para obtener un control de las anomalias congénitas, con una mayor calidad
respecto a la experiencia del personal técnico y médico como equipo multidisciplinario para

ayudar al diagndstico del paciente .
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Tabla 4. Prevalencia de las trisomias cromosémicas en los casos estudiados

Técnica Trisomias Autor
citogenética 8 9 13 16 18 19 21 22 23 W (e

- 034420 - 13,49 - - - - 2305 1

- - 0,02 - 001 - 0,18 - 0,008 12112 2

- - 018 - 0,09 - 1953 - 0,56 1070 3

- - 0,04 - 0,09 - 0,55 - - 25393 4

- - - - 769 - 2307 - - 13 5

- - 081 - 149 - 555 - - 738 6

- - 0,04 - 007 - 0,29 - - 4136 7

- - 012 - 012 - 1,12 - 0,12 803 8

Cariotipo - 447 - 4,47 - 8,95 - - 67 9

- - 015 - 032 - 0,99 - - 12909 10

0,01 - 001 - 0,047 - 0,34 - - 8458 11

- - 1,75 - 8,75 - 16 - - 400 12

- - 0,06 - 032 - 0,95 - - 9340 13

- - - 940 - 017 - 6,42 - 2319 14

- - 161 - 3,22 - - - - 62 15

- - - - 1,25 - 6,25 - - 160 16

- - 243 - 853 - 1280 - - 164 17

- - 0,06 - 018 - 1,16 0,03 0,06 3260 23

FISH - - 1,92 - 096 - 576 - - 104 18

Cariotipo y - - 2,22 - 495 - 7,17 - - 404 19

FISH - - 0,79 - 158 - 4,13 - - 629 20

Cariotipo y - - 987 - 19,75 - 1851 - - 162 21

QF-PCR - - 151 - 281 - 6,92 - - 462 22
Sin datos - - - - - - - - - - 24 - 41

Promedio 0,0002 0,0080,78 0,24 195 0,004 342 0,15 0,018 Total 41

En latabla 4 se representa la prevalencia de las trisomias en base a las fuentes bibliograficas
y la técnica citogenética utilizada para su deteccion, la muestra estuvo constituida por 41
fuentes bibliogréaficas distribuidas en las diferentes trisomias reportadas en cada estudio.
Dentro de las trisomias més frecuentes resaltan la nimero 13, 18 y 21 con una prevalencia
de 0,78; 1,95y 3,42 respectivamente. Y las reportadas como menos frecuentes la trisomia 8
(0,0002), 9 (0,008), 16 (0,24), 19 (0,004), 22 (0,015), y 23 (0,018).

Segun un estudio de prevalencia publicado el 2013 por EUROCAT (Red de vigilancia
epidemioldgica de registros poblacionales europeos de anomalias congeénitas), la proporcién
de nacimientos en la poblacidén de madres de mas de 35 afios aumenté del 13% en 1990 al

19% en 2009, siendo la trisomia 21 la mas frecuente, seguido de la trisomia 18 y 13 °,
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relacionandose con los estudios Contreras et al 8, y muchos otros autores en similar orden
de frecuencia, ademas afiade que las trisomias numeéricas son mas frecuentes con el 92 % a

diferencia de las estructurales y mosaicos.

En Ecuador, no existen cifras oficiales de cromosomopatias; sin embargo, en el estudio
ECLAMC (Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas) se
menciona que la tasa global de malformaciones en general es de 2,7%, con una dispersion
minima en Ecuador del 1,4% hasta 4,2% en Brasil. El labio leporino es la condicion
fisiolégica frecuente en la poblacidn ecuatoriana, y Chile es el pais con la tasa mas alta de
sindrome de Down, probablemente asociado al mayor numero de mujeres de 35 afios en

adelante 8,

En el vecino pais de Colombia, existe una tasa de tres muertes por cada mil nacidos vivos
aproximadamente, todos son causados por malformaciones congénitas 1. Asi mismo, en un
estudio peruano, en tres afios registraron 25.086 nacidos vivos, de los cuales el 0.6%
presentaron alguna alteracion cromosdmica, es decir 138 recién nacidos, siendo el SD la
cromosomopatia mas prevalente (74,6%) ¥.

Fandifio et al 2, mencionan que las aneuploidias que se presentan frecuentemente son las
trisomias 13,18 y 21, las cuales juegan un papel desestabilizador en el curso del embarazo
puesto que estas aberraciones pueden inducir a abortos espontaneos en los primeros meses
% sin embrago Mora et al “%, en su estudio de abortos por anomalias cromosémicas se
contrapone pues reporté como mas prevalentes la trisomia 16 seguida por la 22 y 19 ademas

recalca que en orden de frecuencia las mas prevalentes son la 16, 22, 15, 21y 13.

En el caso de ser diagnosticadas algun tipo de aneuploidia en etapas prenatales muchas
mujeres optan por el aborto terapéutico, en Cuba el aborto es permitido solo hasta la semana
26 de gestacion de alguna anomalia cromosdmica *, mientras que en Chile existe una ley de
despenalizacién de interrupcion del embarazo solo si el feto presenta una anomalia congénita
con respecto a las trisomias letales 9,13 y 18 . Es importante la asistencia inmediata en la

deteccion prenatal puesto que supone un gasto social y sanitario que puede ser evitado *°.

Duefias et al *’, mencionan en su estudio que la trisomia 13 tuvo una tasa muy alta de

mortalidad pues en todos los casos presentados fallecieron en el primer mes de nacidos, de
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igual manera con la trisomia 18 no sobrepasaron los 4 meses, enfatizando que las trisomias
puras aparte de ser las méas prevalentes son las que presentan mayor grado de severidad.
Ademas, muestra que tanto en el SE como el SP tiene mayor supervivencia el género

femenino, lo que respecta que son mas letales en el género masculino.

Diagnostico de trisomias en funcion de las técnicas citogenéticas

El estudio del genoma humano ha proporcionado un progreso en el conocimiento y avances
mediante la utilizacion de técnicas citogenéticas como herramientas para el diagndstico de
enfermedades cromosomicas, mostrando informacién clave que puntualizan las afecciones
en los cromosomas, dichos resultados tienen que ser interpretados regidos por una

nomenclatura de la citogenética internacional.
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Figura 2. Cariotipo de la trisomia 21

Fuente: Willatt L, Servicio de Genética regional del Este de Anglia / Biblioteca de

fotografias cientificas.

En el grafico 2 se muestra la organizacion del cariotipo segin la nomenclatura de la
citogenética internacional *, cada cromosoma es ordenado de mayor a menor agrupandolos
por pares homologos, el par 23 es el Unico que difiere puesto que se relaciona con el género

sea este femenino o masculino, la base del ordenamiento son los centromeros y los

22



telomeros. En el grafico 2 se visualiza un total de 47 cromosomas, con tres cromosomas

numero 21, que concierne a la existencia de una trisomia que pertenece al SD.

En lo que respecta a las trisomias analizadas en este estudio, para todas ellas existe una
adicion completa de un cromosoma, la interpretacion solo varia en qué lugar de los 46
cromosomas se produce la alteracién cromosoémica. Ademas, puesto a que se excluyeron las
trisomias en mosaico y estructurales es necesario recalcar que se tomaron como referencia

para entender el significado de la formulacién cromosdmica.

La base de la representacion de las cromosomopatias como punto de partida empieza por el
conteo total de cromosomas identificando en el par 23 el género, seguido de la delecion,
adicion o patologia que presenta, el centromero se toma como referencia a un cromosoma,
seguido por los brazos, sean estos largos o cortos y la afeccion en el nimero de bandas
utilizando la nomenclatura de la citogenética universal * (tabla 3). En la figura 2 se
representa una trisomia 21 libre o total que se formula como 47 XY + 21 que respecta a un

vardn que contiene 47 cromosomas con la adicion de un cromosoma 21.

Existen diferentes tipos de trisomias 21 entre ellas Gémez et al ¢, presentan un caso de
trisomia 21 por translocacién Robertsoniana, mediante el cariotipo de sangre periférica cuyo
resultado fue 46 XY, t (13;14) (g10; g10), +21, que concierne a un varén con 46
cromosomas, existe una translocacion entre los cromosomas 13 y 14 del brazo largo de la

banda nimero10 de cada uno respectivamente con la suma de un cromosoma 21.

De la Torre et al #7, exponen un caso inusual de dos aneuploidias representadas por el SD 'y
Sindrome de Klinefelter mediante el estudio por cariotipo de sangre periférica con una
férmula cromosomica; 48 XXY+21, que concierne a un varén con 48 cromosomas con
adicion de un cromosoma 21 y un cromosoma X. Los resultados del feto conllevaron a
realizar analisis a sus progenitores observandose en la madre un cariotipo 46 XX, del X, p11,
lo que concierne a 46 cromosomas con una delecion del brazo corto de la banda nimero 11.
Sin embargo, la mujer no presenta alteraciones de ningun tipo, pero se determina que la

anomalia cromosdmica influyo en la trasferencia gendmica madre-hijo.

Saldarriaga et al %, en un reporte de un caso de trisomia de una nifia con adicion de un

cromosoma 18 (47 XX + 18), mencionan que se realiz6 dos veces el cariotipo de bandas G,
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debido a que en muchos casos el cromosoma 18 no esta presente en todas las células, de tal
manera que pueden presentarse como trisomias en mosaico y parciales usualmente en el
brazo largo (18q) o en regiones de este. Ademas, expresan que la trisomia completa es la

mas frecuente con un 94 % de los casos.

Diaz et al ¥, presentan un caso clinico del SP con un cariotipo 47 XX + 13, que concierne a
una mujer con 47 cromosomas con la adicion extra de uno de ellos formando una trisomia
numero 13, ademas menciona que el 75 % corresponde a trisomias libres, mientras que el 20
% a translocaciones entre los brazos largos 13y 14 (13q;14q) y que solo un 5 % se deben a
mosaicismos. De igual manera Fleitas L. *, presenta un caso similar en la que se determind
un cariotipo 47 XY + 13, representando un varon con adicion de un cromosoma 13 puro,
pero también concluye que este sindrome es poco frecuente pero altamente letal de acuerdo

con las manifestaciones presentadas en su caso.
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Tabla 5. Técnicas citogenéticas para el diagndstico de trisomias

o e Ejemplos de Autor
Técnicas Caracteristicas Lectura Marcadores (Ver Anexo 6)
ll 21 31 4’ 51 6’ 71 8’ 91
) . Identifica alteraciones ) ) ) o 10, 11, 12, 13, 14, 15,
Citogenetica . . Microscopio- (Giemsa-tripsina)
) Cariotipo numéricas y  estructurales o 16, 17, 18, 19, 20, 21,
convencional ] o Cariotipo 47 XY +21
mediante tinciones. 22, 23, 24, 25, 26, 27,
31,32, 33, 35, 38, 40, 41
Determina el nimero de copias ) _
) Microscopio 18, 19, 20, 28, 33, 38,
FISH y secuencias de ADN por ) CEP 18 (p11.1-g11.1)
) = epifluorescente 40
medio de sondas especificas.
Localiza pérdidas y ganancias )
) Escaner de 21011.2922.3
aCGH de secuencias de ADN _ 33, 36, 37, 38
) ) ] microarrays 9p24.3
Citogenética mediante arrays.
molecular Cuantifica el ADN vy detecta D13S79
QF-PCR  aneuploidias por medio de Electroferogramas D18S976 21,22, 29, 34
microsatélites STR. D21S51409
Cuantifica el ADN vy detecta
MLPA aneuploidias por medio de Electroferogramas SALSA P095 5, 29, 30, 33, 38, 39

sondas de ligadura multiple.
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En la tabla 5 se organiza la informacion referente a las técnicas citogenéticas para el
diagnostico de trisomias, lo que concierne a técnicas convencionales y moleculares con
caracteristicas especificas que permiten identificar la patologia cromosémica mediante la
lectura e interpretacion de imagenes que proporcionan la informacidn necesaria para concluir

las hipotesis planteadas.

Los marcadores varian en relacion con la técnica utilizada, la citogenética convencional es
la Gnica que utiliza la tincion como medio para observar los cromosomas, con la ayuda de
colorantes especificos como Giemsa y tripsina, en busca de alteraciones numéricas y
estructurales en todo el genoma como se muestra en la figura 2, mientras las técnicas
moleculares se basan en identificar el sitio exacto de lo que se busca que en muchas

ocasiones no pueden ser observados por el cariotipo.

La FISH al igual que las técnicas aCGH, QF-PCR y MLPA son técnicas citogenéticas
moleculares que se basan en identificar sitios especificos. Méndez et al *4, en su articulo
sobre la aplicacion de la técnica FISH como un método rapido para el diagnéstico prenatal
de aneuploidias utilizaron sondas como la CEP 18 (p11.1-q11.1) lo que respecta que van
dirigidos al cromosoma 18, brazo corto banda 11.1y brazo largo banda 11.1. Ademas, sefiala
que existe criterios para definir cuando se trata de un mosaicismo, con un patron de 20% de
celulas con signos diferentes. La lectura de esta técnica se realizd por medio de un
microscopio epifluorescente que consiste en identificar los colores de los fluorocromos

adheridos a las sondas de interés (Anexo 1).

Querejeta et al *°, en el diagnostico prenatal de aneuploidias mediante la técnica aCGH
(Anexo 2), utilizaron 15.000 oligonucledtidos contenidos en los arrays con
aproximadamente 95 regiones patoldgicas, estos a su vez fueron escaneados por imagenes
de fluorescencia y emitidos por un software para la identificacion del cariotipo molecular
detectando una trisomia en el sitio exacto del cromosoma 21, en el brazo largo de la banda
11.2 y en el brazo largo de la banda 22.3 (21911.2922.3) de tal manera que hacen una
referencia con el cariotipo con resultado 47 XY +21 que respecta a un varon con 47
cromosomas con adicién del cromosoma 21. Los resultados dan a notar la gran especificidad
de la técnica aCGH en busca de microrregiones que no pueden ser detectadas por técnicas

convencionales.
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Wendel et al *, mediante la utilizacion de QF-PCR para el diagnostico prenatal de
aneuploidias, utilizaron marcadores STR para identificar el nimero de copias de los
cromosomas, para el cromosoma 13 utiliz6 marcadores D13S79, para el cromosoma 18,
D18S976 y para el cromosoma 21, D21S1409, a su vez Iguaz et al >°, mencionan que los
marcadores STR se amplifican por PCR Multiplex en combinacion con cebadores
especificos como FOR D21S1411 y REV D21S1411 para trisomia 21 entre otros, propios
para cada marcador, ademas la lectura se realiz6 mediante trazos electroforéticos, las sefiales
en muestras normales proporcionan una relacién 1:1, sin embrago cuando se trata de una

trisomia las sefiales son 1:1:1 (Anexo 3).

Segun Ewa et al °%, en su estudio para la identificacion de aneuploidias por MLPA utilizaron
un conjunto de sondas SALSA P095 para los cromosomas 13,18,21, X e Y, los cuales fueron
amplificados junto a la muestra propdsito con cebadores especificos. El producto de PCR
fue analizado mediante electroforesis capilar con programas como GeneMaker que sirven
para comparar las sefiales de las sondas en relacion con la altura de los picos (Anexo 4), en
caso de ser superior mostrard una duplicacion, y si fuese inferior mostrara una delecion.
Dicho estudio se relaciona con los de Estrada et al °2, quienes utilizaron el mismo método

para el diagnostico de las principales aneuploidias por MLPA.

Diferencias entre las técnicas citogenéticas aplicadas en el diagndéstico de las trisomias

Las técnicas citogenéticas confieren cierto grado de dificultad en el analisis cromosémico
puesto que existen circunstancias en las que los resultados obtenidos no puedan ser aclarados
debido a problemas tanto el analisis como en la interpretacion de resultados, lo que conlleva
a evaluar las diferencias entre las técnicas citogenéticas concerniente a las ventajas y
desventajas en cada una de ellas, identificando la etiologia de las enfermedades

cromosomicas con el método més conveniente.
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Tabla 6. Ventajas y desventajas de las técnicas citogenéticas

Técnicas VT - o Autor
i it entajas esventajas
citogenéticas J J (Ver Anexo 6)
Identificar  alteraciones Requiere células metafasicas 1,2 3. 4,5,6,7,8, 9,
cromosomicas numéricas Baja resolucion 12 % 1; 13 ;g ;i
Cariotipo Bajo C_OStO El analisis del cariotipo es 22 23 24, 25, 26 27,
Pesquisa de todo el muy tedioso 31, 32, 33, 35, 38, 40,
genoma Resultados hasta 15 dias 41
Determina el nimero de Puede requerir cultivos
copias Costo medianamente elevado
Identifica las . .
. Tr labor
FISH cromosomopatias en los abajo laborioso 18, 19, 20, 28, 33, 38,
cromosomas marcados Detecta solo lo investigado 40
Resultados en 72 horas
Mayor resolucién
Detecta  pérdidas 'y Es una prueba sumamente
ganancias costosa y algunas anomalias
tienen que ser confirmadas
Muestr | genom
uestra todo el genoma oor FISH.
aCGH No necesita  células Solo detecta deleci 33, 36, 37, 38
metafasicas o en division 0lo  detecta —defeciones 'y
duplicaciones.
Gran resolucion
Prueba entre 4 a 7 dias
Cantidad minima de Estudio restringido al
muestra diagnostico de aneuploidias
Sy mas frecuentes como la
Determinacion en .
muestras contaminadas trisomia 13, 18, 21 y de los
QF-PCR cromosomas sexuales X e'Y. 21 22 29 34
Resultados rapidos entre . i e
No se puede diferenciar entre
12y 72 horas S
una trisomia libre de otra por
No requiere de cultivos translocacion.
Bajo costo
Resultados rapidos entre Diagnostico restringido solo
12y 72 horas de las principales
MLPA Bajo costo aneuploidias como la trisomia 5, 29, 30, 33, 38, 39

No requiere de cultivo
celular

13, 18, 21 y de |los
cromosomas sexuales X e Y.
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En la tabla 6 se muestra las diferencias que existe en cuanto a las ventajas y desventajas de
las técnicas citogeneticas aplicadas en el diagndstico de las trisomias. En los ultimos afios
los avances en la medicina y equipamiento tecnolégico para la identificacion de
anormalidades cromosémicas constituyen un pilar fundamental para el asesoramiento

médico.

Los estudios citogenéticos han demostrado gran utilidad en determinadas enfermedades, con
requerimientos especificos para cada técnica tomando en cuenta factores como el tiempo de
estudio ya que unos son mas complejos que otros, lo que implica una demora en la entrega
de resultados, ademas esto impone la desesperacion y economia de los pacientes puesto que
son examenes que no se realizan con frecuencia debido a la falta de equipamiento y analistas

en paises subdesarrollados.

El cariotipo hasta la actualidad pese a tener varios afios de utilizacién sigue siendo la prueba
de oro en el diagnostico de aneuploidias, Torres E. °3, menciona que la citogenética
convencional es una herramienta muy valiosa debido a la facilidad y coste bajo en el analisis,
pero menciona que es un desafio para los especialistas debido a la variabilidad de trastornos
que no pueden ser detectadas por el cariotipo cuando se dispone solo de dicho método para

su estudio.

Con respecto a la técnica de FISH, Gallego M. *, menciona que es una gran ventaja el
analisis de células metafasicas e interfasicas, empleando sondas centroméricas dirigidas
Unicamente a los centromeros, ampliamente utilizadas para el diagndstico de aneuploidias
numéricas, pero menciona que solo detecta lo que se desea investigar sin obtener
informacion del resto del genoma a menos que se utilicen mas sondas que marquen todos

los cromosomas que incluyen un coste mas elevado.

Posada et al 4 realizaron una interpretacion de la aCGH como herramienta para el
diagnostico de retardo mental en el que argumentan que ésta puede remplazar al cariotipo
puesto que tiene la ventaja de examinar todo el genoma con gran resolucién, identificando
variaciones numéricas, deleciones y duplicaciones con gran precision. Otra ventaja supone
el tiempo en relacion con el cariotipo ya que esta técnica obtiene resultados de 4 a 7 dias con

el inconveniente en el costo ya que supera tres veces mas al del cariotipo, por tal motivo la
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aCGH es mayormente utilizada para detectar sindromes con microdelecion y

microduplicacion que no pueden ser detectadas por el cariotipo.

Estrada et al °2, en su estudio del diagndstico de las principales aneuploidias con la técnica
MLPA realizaron una comparacion con el cariotipo, presentando una gran ventaja con
respecto al tiempo de resultados, en la que sefiala que el cariotipo puede llevar hasta 15 dias
en confirmar un resultado, mientras que la técnica aplicada con sus colaboradores es mas
rapida con un tiempo de hasta 72 horas aparte de no requerir cultivo celular. Puesto que esta
técnica solo es utilizada para el diagnostico de las aneuploidias comunes como la trisomia
21,18,13 X e Y, destaca que es una alternativa eficiente cuando existen fallos en los cultivos

celulares y se imposibilite realizar un cariotipo para la deteccion de estas.

El diagnostico rapido de aneuploidias en gestantes es esencial para tomar decisiones
tempranas en caso de presentarse alguna. Ari et al >, presentan el analisis de las técnicas
citogenéticas MLPA y QF-PCR en la que se muestra la confiabilidad de estos dos métodos
para la determinacion de las trisomias comunes 13, 18, 21, X e Y, confirmando y
relacionando cada resultado, sin embargo, puntualizan que se apliquen estas técnicas con

otras como confirmacion en combinacion con marcadores bioquimicos ecogréaficos.
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CONCLUSIONES

Los trastornos cromosdmicos como las trisomias son un problema de salud que afectan a
toda la poblacién en general, en la muestra de estudio se pudo evidenciar la prevalencia del
SD (3,42 %), seguido por el SE (1,95 %), y por ultimo el SP (0,78 %), es decir concuerda
con la mayoria de otros estudios reportados con el mismo orden de frecuencia, sin embrago
se encontraron trisomias poco frecuentes como la nimero 8, 9, 16, 19, 22 y 23 que pocos
estudios lo reportaron, lo que demuestra la baja incidencia en la poblacion que a su vez esta
influenciado por la falta de equipamiento y especialistas en paises subdesarrollados. De igual
manera se observd que el criterio mas utilizado para evaluar las trisomias fue la edad materna
puesto que son mas prevalentes en mujeres mayores de 35 afios, ademas existen trisomias
con diversos grados de severidad debido a que unas son mas letales que otras como la nimero
9, 18, 13, entre otras, lo que hace necesario la deteccion temprana y la necesidad de aborto

terapéutico en caso de requerirlo.

La evolucion de las técnicas citogenéticas para la identificacion de trisomias entre otras
alteraciones proporciona herramientas Utiles para el diagndstico oportuno, por lo tanto, se
organizd la informacion determinando entre ellas técnicas citogenéticas convencionales
como cariotipo y citogeneticas moleculares como FISH, aCGH, QF-PCR y MLPA. Cada
técnica usa diferentes marcadores para valorar la existencia de las trisomias, en el caso del
cariotipo analiza todo el genoma en busca de alguna aberracion cromosémica por medio de
tinciones con colorantes especificos como Giemsa y tripsina, mientras que las técnicas
moleculares se basan en identificar el sitio exacto de lo que se estd buscando ya sea por
sondas, arrays y microsatélites respectivamente. La interpretacion de las técnicas
citogenéticas ha sido un ente importante en relacién con los marcadores utilizados para la
deteccion de trisomias y la lectura de los resultados, comprendiendo el significado de la

formulacién cromosémica de acuerdo con la nomenclatura de la citogenética internacional.

La gran variedad de anomalias cromosdmicas existentes en el ser humano compromete
evaluar las diferencias de las técnicas citogenéticas en lo que respecta a las ventajas y
desventajas para la seleccion del método mas adecuado. El cariotipo pese a ser una técnica
muy antigua se sigue utilizando en la actualidad como prueba de oro en el diagnostico de

trisomias como se pudo evidenciar en gran parte de los articulos en la muestra de estudio,
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sin embargo el tiempo requerido para la obtencion de resultados presentan una demora
significativa a diferencia de métodos moleculares que simplifican el tiempo debido a ser
técnicas mas sofisticadas y de no requerir cultivos celulares para su analisis, no obstante las
técnicas moleculares tienen un mayor costo y estan restringidas a analizar todo el genoma.
Por lo tanto, pese a tener desventajas el cariotipo, se define como la técnica ideal para el
diagnostico de trisomias, debido a que las trisomias se pueden observar claramente sin
necesidad de otros métodos que sugieren identificar microdeleciones o microduplicaciones
significativas de enfermedades especificas que no pueden ser identificadas por la

citogenética convencional.
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ANEXOS

Anexo 1. Observacion microscopica de patologias numéricas por FISH (Trisomia 21)

13,13,21,21 13,13,21,21.21

Laboratorio Clinico. 2019;12:27-37

Fuente: Carrasco C, Gémez C, Prior de Castro C, Cuesta A, Santamaria M, Granell R.
Estudios genéticos en diagnostico prenatal. Recomendacion (2018). Revista del Laboratorio
Clinico. 2019; vol. 12(1).

Anexo 2. Cariotipo molecular de la técnica citogenética aCGH
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Fuente: Gallego M. Rol de la citogenética en pediatria. Archivo Argentino de Pediatria.
2011; vol. 109(4).



Anexo 3. Representacion de las trisomias en relacion con la sefial de los picos

electroforéticos por QF-PCR
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Fuente: Primost, I, Micman J, Garcia G, Coco I, Gismondi F, Neuspiller N, Determinacion

de aneuploidias por PCR fluorescente. Instituto de Medicina Reproductiva.

Anexo 4. Vista electroforética capilar de trisomias por deleciones mediante MLPA
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Fuente: Ciguefia M, Kasprzycka J, Jakubow D, Luszczek A, Bernaciak J. Utilidad del
método MLPA para la identificacion prenatal rapida de aneuploidias. Resultados de 409
pruebas de diagndstico. Departamento de genética médica. Ginecologia Polonia. 2011; vol.
82.
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