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RESUMEN.

El aborto se define como la interrupcion del embarazo menor a 22 semanas
o la pérdida del embrion o feto con un peso menor a 500g. Se calcula que de

un 20-30% de las gestaciones terminan en aborto espontaneo.

La mayoria de los abortos espontaneos se producen por anomalias en los
cromosomas, que hacen, que estos embarazos sean incompatibles con la
vida. Entre un 60-70% de los abortos espontaneos son consecuencia de

defectos genéticos.

Se estudié 69 casos de productos de aborto espontaneo. Los criterios de
inclusion fueron productos de abortos espontaneos hasta de 22 semanas de
gestacion procedentes del laboratorio de patologia del Hospital Vicente
Corral Moscoso y muestras privadas procesadas en el laboratorio de
Citometria de Flujo del Instituto del Cancer “SOLCA CUENCA”.

Las muestras fueron procesadas por disgregacidon mecanica para obtener
una suspension celular, En el marcaje se empled ioduro de propidio y se
adquirié en el citobmetro de flujo FacsCalibur, los resultados obtenidos se
analizaron mediante el software Modfit LT 3.0.

Los resultados obtenidos en las muestras analizadas, se determiné que 52
productos de aborto son Diploides y 17 productos de aborto espontaneo

presentan alteracion en el contenido de ADN “aneuploides”.

Ademas de esta poblacion estudiada, 52 productos de aborto corresponden

a abortos tempranos, mientras que 17 son abortos tardios.

Del estudio de la poblacion aneuploide se concluye que 9 son hiperdiploides;

2 son hipodiploides y 5 son polidiploides.
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Finalmente se encontr6, que de 69 casos analizados, 17 casos

corresponden a gestantes con una edad igual o mayor a 35 afios.

En la serie de 69 casos de aborto espontaneo, el estudio de ploidia de ADN
es importante como factor predictor de alteracion en el contenido de ADN y

como posible causa de abortos recurrentes.

PALABRAS CLAVES:

CITOMETRIA DE FLUJO, ABORTO, PLOIDIA, CONTENIDO DE
DNA, ANEUPLOIDE, DIPLOIDE, TRIPLOIDE, INDICE DE DNA
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JUSTIFICACION

Ha sido ampliamente demostrado que las anomalias cromosomicas son una
de las principales causas de aborto recurrente. Alrededor del 60 % de los

abortos espontaneos del primer trimestre son cromosémicos anormales.

En el presente estudio se determinara la incidencia de abortos espontaneos
gue estén relacionados con alteraciéon del contenido de ADN y cinética
proliferativa, del ademas dicho estudio proporcionara informacién sobre el
riesgo de recurrencia y la posibilidad que la pareja acuda por consejeria

genética.

A su vez este trabajo permite establecer si el estudio de ploidia en nuestro
medio, interviene como factor de pronéstico de abortos espontaneos por

alteraciones genéticas.
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CAPITULO |

INTRODUCCION.

Aproximadamente del 20 al 30% de las gestaciones humanas reconocidas
clinicamente terminan en aborto espontaneo cuya etiologia es dificil
determinar, sin embargo, estas cifras son bajas puesto que no incluyen
pérdidas tempranas de cigotos pre o post implantacion, que ocurre sin que la
gestante las detecte o se manifieste clinicamente en cuyo caso los valores

se incrementan.

Entre los multiples factores que intervienen en un aborto puede mencionarse
las mal formaciones uterinas, los trastornos endocrinos e inmunolégicos, las
infecciones sistémicas, los factores ambientales y problemas genéticos,
entre los cuales se debe considerar alteraciones cromosémicas (ploidia) y

falla del ciclo celular.

La cuantificacién del contenido ADN permite determinar la distribucion de
una poblacion celular a lo largo de las distintas fases del ciclo celular. Los
estudios de ciclo celular tienen gran relevancia en varias areas de la biologia

celular y la biomedicina.

Este tipo de estudios se realizan de manera rutinaria para detectar la
presencia de anomalias en el contenido genético de poblaciones celulares
(aneuploidias), para determinar agentes que promueven o0 retardan la

proliferacion celular y para cuantificar la proporcion de muerte por apoptosis.

Pablo Vinicio Farfan Patino 10
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La distribucion celular de una poblacién se analiza por citometria de flujo
utilizando colorantes de ADN que incrementan su fluorescencia tras su union
al acido nucleico. La cantidad de colorante unido es proporcional a la
cantidad de ADN, y por tanto la luz recogida en el citdmetro es proporcional

a la cantidad de ADN de cada célula.

1. CICLO CELULAR

1.1 EL CICLO VITAL DE LAS CELULAS.

En un organismo adulto una célula puede considerarse un sistema de estado
de equilibrio. EI ADN es leido (transcrito) constantemente para formar un
conjunto particular de proteinas. A medida que estas proteinas ejercen su
funcién van siendo degradadas y reemplazadas por otras nuevas, el sistema
esta tan bien equilibrado que las células no crecen ni se encojen, ni cambian
su funcion. Esta vision estatica de la célula, no obstante, pasa por alto muy

importantes aspectos dinamicos de la vida celular.

La dinamica de la célula se comprende mejor si se examina el curso de su
vida. Surge una nueva célula cuando una se divide o cuando dos de ellas,
como el espermatozoide y el ovocito se fusionan. Cualquiera de los dos
fendmenos inicia un programa de replicacion celular que esta codificado en
el ADN y es ejecutado por proteinas. Este programa suele incluir un periodo
de crecimiento celular, durante el cual se elaboran proteinas y se replica el
ADN, seguido por la division celular, cuyo resultado es la aparicion de dos
células hijas. Que una célula crezca y se divida es una decision muy bien
regulada por el organismo, lo que asegura que un individuo adulto
reemplace las células desgastadas o produzca mas células en respuesta a
una nueva necesidad. Ejemplos de esto ultimo son el crecimiento del
musculo en respuesta al ejercicio y la proliferacién de eritrocitos ante la

escasez de oxigeno de las grandes alturas. ®®
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El ciclo celular esta cronometrado de manera muy precisa. De acuerdo a la
teoria celular establecida por el biélogo aleman Rudolf Virchoff en el siglo
XIX, “las células sblo provienen de células”. Las células existentes se dividen
a través de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular; en la
que la célula aumenta su tamafio, el nimero de componentes intracelulares
(proteinas y organelos), duplica su material genético y finalmente se divide
(Fig. 1). @

‘= preparation \!
=z for mitosis

replication

Fig. 1. EL CICLO CELULAR EUCARIOTA. (eluniversobajoelmicroscopio.blogspot.com)

1.2 FASES DEL CICLO CELULAR.
1.2.1 Interfase, que consta de:

a) Fase de sintesis (S): En esta etapa la célula duplica su material
genético para pasarle una copia completa del genoma a cada

una de sus células hijas.

b) Fase G1y G2 (intervalo): Entre la fase S y M de cada ciclo hay
dos fases denominadas intervalo en las cuales la célula esta
muy activa metabolicamente, lo cual le permite incrementar su
tamafo (aumentando el numero de proteinas y organelos), de lo

contrario las células se harian mas pequefias con cada division.

Pablo Vinicio Farfan Patino 12
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Fase M

Mitosis (M): En esta fase se reparte a las células hijas el material genético

duplicado, a través de la segregacion de los cromosomas. La fase M, para

su estudio se divide en:

a)

b)

d)

1.2.3

Profase: En esta etapa los cromosomas (constituidos de dos
cromatidas hermanas) se condensan en el nicleo, mientras en el
citoplasma se comienza a ensamblar el huso mitdtico entre los

centrosomas.

Metafase: Comienza con el disgregacion de la membrana nuclear de
esta manera los cromosomas se pueden unir al huso mitético
(mediante los cinetocoros). Una vez unidos los cromosomas se

alinean en el ecuador de la célula.

Anafase: Se produce la separacion de las croméatidas hermanas, las
cuales dan lugar a dos cromosomas hijos, los cuales migran hacia

polos opuestos de la célula.

Telofase: Aqui ambos juegos de cromosomas llegan a los polos de la
célula y adoptan una estructura menos densa, posteriormente se
forma nuevamente la envoltura nuclear. Al finalizar esta fase, la
division del citoplasma y sus contenidos comienza con la formacion de

un anillo contractil.

Citocinesis: Finalmente se divide la célula mediante el anillo
contractil de actina y miosina, produciendo dos células hijas cada una

con un juego completo de cromosomas.

Cuando ya no se requieren mas células, estas entran en un estado
denominado GO, en el cual abandonan el ciclo celular y entran en un

periodo de latencia, lo cual no significa que entren en reposo ya que

Pablo Vinicio Farfan Patino 13
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éstas células presentan un metabolismo activo, pues si estas células
reciben el estimulo adecuado abandonan el estado GO y entran al G1.
Algunas poblaciones celulares altamente especializadas como las
fiboras musculares o neuronas al entrar en estado GO abandonan

indefinidamente el ciclo celular. @
1.3 REGULACION DEL CICLO CELULAR

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden
y supervision estrictos, sefales provenientes del medio y algunos
controladores dentro de la célula se encargan de dirigir el progreso de ésta a
través de las distintas fases del ciclo celular. Entonces hablamos de que hay

una regulacion extracelular y una regulacion intracelular.
1.3.1 Regulacién intracelular

El control interno del ciclo celular estd a cargo de proteinas, cuyas acciones
podrian resumirse en unas series de activaciones e inhibiciones de otras
proteinas que son indispensables durante las fases del ciclo. Los principales
efectores de esta regulacion son dos: a) Las proteinas que permiten el
progreso del ciclo formado por los complejos cdk’s-ciclinas y b) Las
proteinas que las inhiben como constituidas por dos pequefias familias de
proteinas, las CIP y las INK4.

cyclin
)
)

cwclin-deperndent
cinase (Cdlk)

Fig.2 Cinasa dependiente de ciclina (Cdk). ( Alberts. et al.)

Pablo Vinicio Farfan Patino 14
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a) Los complejos cdk’s-ciclinas, estdn compuestos por 2 tipos de
proteinas: Las cdk’s (cinasa dependiente de ciclina) y las ciclinas, que
pasan por un ciclo de sintesis y degradacion (Fig. 2). Se conocen seis
cdk’s pero sélo se ha caracterizado la funcion de cuatro de ellas (cdk
1, 2, 4 y 6). Mientras que de las ciclinas s6lo se conocen 4 tipos
(ciclinas A, B, D y E). Las cdk’s fosforila amino&cidos especificos de
algunas proteinas, pero solo si esta unida a una ciclina. Se conocen 6
distintas combinaciones de cdk’s-ciclinas que actian en tiempos

especificos durante el ciclo (Fig. 3). ®¥

Cdik1-cyclin B

Calic1-cyclin &
™

Cdk2-cyclin A

Fig.3 Complejos cdk-ciclina (Lodish et al.)

b) Se sabe que las células sintetizan proteinas inhibidoras de los
complejos cdk-ciclinas que colaboran al control del ciclo celular. Estas
proteinas se han agrupado en dos: Las proteinas INK4 (inhibidoras de
cinasa 4); y las CIP (proteinas inhibidoras de cdk’s). Las INK4 se unen
e inhiben solo los complejos cdk4-ciclina D y cdk6-ciclina D, la Unica
caracterizada es la pl6 (p= fosfoproteina y el nimero es su peso en
kDa). Las CIP se unen e inhiben a todos los complejos que contengan

cdk’s 1, 2, 4 y 6, actualmente se conocen las: p21, p27 y p53 (Fig. 4).

e

active inactive
cyclin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex

Fig.4 Inhibicion de de complejo cdk-ciclina (Alberts, et.al.)

Pablo Vinicio Farfan Patino 15
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Las proteinas INK4 y CIP, llamadas en conjuntos inhibidores de cdk’s y
algunos factores de la transcripciébn como el p53, tienen la funcion de impedir
la proliferacién celular. La mutacion de los genes que las codifican y/o la
pérdida de funcidén de estas proteinas, resulta en la falla del control sobre el
ciclo celular y la incapacidad para detenerlo (proliferacién celular con
errores). Por su mecanismo de accién a los genes que codifican estas

proteinas se les denominaron “genes supresores de tumores”.

Estas proteinas actian en diferentes espacios de tiempo permitiendo o
inhibiendo el progreso adecuado del ciclo celular. Esta capacidad de orden,
se debe principalmente a que las proteinas (las ciclinas), que no se utilizan
son eliminadas por un complejo de degradacion llamado

ubiquitinaproteasoma (Fig. 5). @ ©

{a)
AMP + PP, 0 ATF  AMP + PP,

| \ A
—NH, .Lp —NH—C—Ub —Ub-Ub—Ub
Ub

Ubiquitinylating

2Ny e :
complex + Ub (n times}
Cytosolic
target
protein

N

Ub
Ub \/

Feptides

Uk
Proteasome

Fig.5 Complejo Ubiquitinaproteasoma (Alberts et al.)

Resumiendo, el paso ordenado por cada una de las fases del ciclo celular,
esta altamente regulado por los complejos cdk’s-ciclinas y sus inhibidores,
entre otras proteinas. Ademas, para el control del ciclocelular se postularon
cuatro puntos en los se controla a la célula, y al medio extracelular para dar
lugar o restringir las acciones propias de cada una de las fases del ciclo.

Estos cuatro puntos son: un punto de restriccién y tres puntos de control.

Pablo Vinicio Farfan Patino 16
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1.3.1.1 Punto de restriccién

El punto de restriccidn se encuentra casi al final de G1 y se lo conoce asi
puesto que si la célula lo atraviesa se encuentra comprometida
irreversiblemente a entrar al ciclo celular independientemente de lo que
suceda en el exterior. ES muy importante entender que este punto esta
principalmente controlado por el medio y depende de su capacidad de
induccion para que la célula se comprometa a completar el ciclo celular
(Fig.6). Los responsables intracelulares del paso a través de este punto, son
los complejos cdk4 y cdk6 —ciclina D, que liberan al factor de transcripcién
E2F de la proteina Rb (proteina del Retinoblastoma), las cdk’s tienen que
fosforilar a la proteina Rb para que libere a E2F. La fosforilacion de la
proteina Rb por las cdk’s-ciclina, permite la liberacién del factor de
transcripcion E2F del complejo Rb-E2F. El factor de transcripcion (E2F)
estimula la sintesis de: cdk2 y ciclina E necesarios para el progreso de G1 a
S; de proteinas necesarias para la sintesis de ADN; y de él mismo,
inactivando aun mas Rb’s y disminuyendo la concentracién de p27. La
inactivacion de Rb es mantenida a lo largo del ciclo por la concentracion de
distintos complejos cdk’s-ciclina pero, una vez que las ciclinas se degradan
el Rb es de nuevo activo y une al E2F. ®¥

@@ Inactive
Clled kinase

Reprassor of transcription
of proteins required
for DMNA synthesis

Activator of transcription
of proteins needed for
DMNA synthesis

Fig.6 punto de restriccion (Lodish, et al.)

El paso por esto punto es también vigilado por la p16 (INK4), que como se
describié antes, se encarga de inhibir a los complejos cdk4, 6 —ciclina D. La

pl6 inhibe la unién de la cdk y la ciclina, se interpone entre ellos, por lo que

Pablo Vinicio Farfan Patino 17
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son inactivos, esto es, el E2F no se puede liberar y en consecuencia no se
pasa el punto de restriccion. La accion de la pl16 tiene que ver con el medio
extracelular pues se sabe que si no existen suficientes sefiales del exterior
(mitdgenos, factores de crecimiento, nutrientes, etc.), la p16 y p27 tienden a
acumularse por lo que se hacen muy activos. La fosfoproteina p27 es una
CIP y su importancia radica en que no soOlo se encarga de suprimir la
actividad de los complejos cdk’s-ciclinas activos en los primeros dos puntos
de control sino que ademas ayuda a retirar a la célula del ciclo celular

llevandola a GO. ?¥
1.3.1.2 Puntos de control

Los puntos de control son por asi decirlo pequefos retenes donde se revisan
distintas caracteristicas del medio y de la célula misma, la célula debe estar
sana y el medio debe ser lo suficientemente bueno para que se continué el
ciclo celular. Pero ademas de ello los controladores implicados en estos
puntos tienen la capacidad de llamar a otros a reparar cuando por ejemplo el

material genético esta dafiado, o a terminar distintos procesos. @ ©

Is all DMA replicated? Ar
& all chromaosomes
Is environment favorable? attached to the spindle?

Gz CHECKPOINT METAFPHASE CHECKPOINT
ENTER M E){II;M

ENTER S
Gy CHECKPOINT

Iz environmant favorable?

Fig.7 Puntos de control del ciclo celular (Modificado deAlberts, et al.)

a) Primer punto de control: El primer punto de control se encuentra
justo después del punto de restriccion aun en G1 (Fig. 8). En general
podriamos decir que el primer control se encarga de: Revisar las

condiciones del medio buscando factores externos que induzcan el

Pablo Vinicio Farfan Patino 18
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progreso del ciclo celular; revisar que la célula haya crecido lo
suficiente; y que el material genético esté intacto. La busqueda de
factores externos es muy importante pues éstos estimulan la sintesis
de proteinas como algunas cdk’s y ciclinas, y sin estas la continuacion

y el control del ciclo celular serian imposibles.?”

Lesion

de DINA
|
-
P53 activa
Regulacién l
transcripcional E
TIp2
Tp21] p21
= Activo
CDK2 21 ) = CDK2 o
‘Ciclina E " Ciclina E|
Inactivo I 2
S 1 o (P
~ pRb 3 ~ pRb
2 :
S Regulacién
& E2F <—L————'<; EoF —— > Enzimas —> Paso de
SEase = ____ para la G1 a
Inactivo sintesis de S
Activo DNA

Division celular blogueada IL.a division celular transcurre
por p53 normalmente

Fig.8 puntos de control del ciclo celular (Nelson & Cox).

Participan en este puesto el complejo cdk2-ciclina E, que como los
implicados en el punto de restriccibn también se encarga de
inactivar a la proteina Rb y de favorecer el trabajo de E2F para que
estén listas las enzimas necesarias para iniciar la sintesis de ADN en
la fase S. Los encargados de la inhibiciébn en este punto de control
son un factor de transcripcion (p53) y una CIP (p21). La p53
usualmente se encuentra en la célula pero es muy inestable en
condiciones normales ya que se encuentra unido a otra proteina
llamada Mdm2 gue funciona como un marcador para que la p53 se

degrade. Pero si existe una lesion en el ADN distintas enzimas se
activan éstas ayudan a separar la p53 de su marcador, una
mayor concentracion de p53 estimula la sintesis de p21 (CIP) que
se une a cdk2 y ciclina E, inhibiendo la accién del complejo. La

célula entonces no puede entrar a S. ¢”
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Fase sin punto de control: La fase S no tiene como tal un punto de
control aun cuando algunos autores los consideran, sin embargo es
indispensable la presencia del complejo cdk2-ciclina A para que la
sintesis de ADN se lleve a cabo (Fig. 9). Como se explicé antes,
durante la fase S el ADN se replica para ello es necesario que se
arme la maquinaria especifica. Dentro de ellas hay un conjunto de
proteinas conocido como complejo de reconocimiento del origen u
ORC que reconocen secuencias bien definidas de bases en el ADN
llamadas origenes de replicacion. Durante la fase G1 se forma el
ORC, tras el cual otras proteinas (como cdc6 y mcm) se unen para
formar el complejo de prereplicacion (pre-RC). ElI complejo cdk2-
ciclina A, se encarga de deshacerse de las proteinas del pre-RC y de
unir las enzimas necesarias para la replicacion como la ADN
polimerasa. Asi se asegura que la maquinaria de replicacion no
vuelva a armarse hasta que se haya terminado el ciclo, y la

replicacioén solo ocurra una sola vez. ¥ ®
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Fig.9 complejo cdk2-ciclina A del ciclo celular (Alberts, et al.)
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c) Segundo punto de control: El segundo punto de control se
encuentra al final de G2. Los complejos cdkl- ciclina A y ciclina B
permiten el paso a través de este punto. En conjunto la actividad de
estos dos complejos se denomind Factor Promotor de la Mitosis
(MPF). A grandes rasgos el segundo punto de control se encarga de
revisar: que el material genético se haya duplicado completamente;
qgue el material genético no tenga errores; y que el medio extracelular
sea el adecuado. Se sabe que una vez activado el complejo cdk-
ciclina, éste se encarga de llevar a cabo tareas indispensables
durante las primeras subfases de la mitosis. En resumen, los
complejos cdkl-ciclina A y cdkl-ciclina B, se encargan de inducir el
ensamble del huso mitético y en parte de asegurarse de que los
cromosomas se unan a éste. Se encarga ademds: de iniciar la
condensacion del material genético activando un grupo de proteinas
conocidas como condensinas; de desensamblar la envoltura nuclear
fosforilando las laminas nucleares; de armar nuevamente el
citoesqueleto celular y de la reorganizacion del aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmatico. En este punto actda también la p53 que
como ya vimos detecta alteraciones en el ADN y desencadena a la
activacion de la CIP p21 encargada de la inhibicion de cualquier

complejo cdk 1,2, 4 y 6-ciclina. @

d) Separacion de las crométides hermanas: Las cohesinas son
proteinas requeridas para mantener unidas a las croméatidas
hermanas, es durante la anafase cuando las cromatides se separan.
Para que esto suceda es necesaria la actividad de varios complejos
proteicos el principal de éstos es el complejo promotor del anafase
(APC) este complejo es activado por la unidon de una proteina
semejante a una cdk, llamada cdc20 (cdc= ciclo de divisién celular).
Una vez activado el APC se encarga de marcar a diversas proteinas
para que se degraden una de ellas es la securina, que inactiva a la

separasa a Su vez esta separasa es la proteina encargada de
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inactivar a las cohesinas eliminando las uniones entre las croméatides

hermanas (Fig. 10). )
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Fig.10 separacioén de las cromatides hermanas. (Alberts, et al.)

e) Tercer punto de control: Este ultimo punto de control se encuentra
en la fase M, entre la metafase y anafase se encarga de revisar que
todos los cromosomas se hayan unido al huso mitético, si detecta que
uno de los cinetocoros no se encuentra unido manda una sefial
negativa al sistema de control bloqueando la activacién de proteinas
implicadas en la separacion de las cromatidas hermanas,
especificamente inactiva al conjunto APC-cdc20, lo que inhibe la
liberacion de la separasa, impidiendo que las cromatides hermanas se

separen hasta que la sefial desaparezca. V)
1.3.2 Control extracelular del ciclo celular

La forma y el tamafio de un organismo estan definidos por los tres procesos
fundamentales que dan forma y tamafio al individuo: el crecimiento celular; la
muerte celular; y la proliferacion celular, esta ultima es el resultado del ciclo
celular que como se vio en secciones anteriores esta regulado por
mediadores intracelulares (ciclinas-Cdk), cabe sefialar que la entrada al ciclo
celular no es un proceso autbnomo de la célula se requiere de la activaciéon
de estas vias (ciclinas-Cdk), a través de la sefializacion mediante factores

solubles de naturaleza proteica denominados mitégenos. De esta manera las
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células en organismos multicelulares proliferan solo cuando se requieren

mas células.

La mayoria de los mitdgenos controlan la tasa de division celular actuando
en la fase G1 liberando el control negativo del ciclo celular y permitiendo la
entrada a la fase S. Actian uniéndose a receptores de membrana con
actividad de tirosina-cinasas los cuales activan a la proteina G monomérica
Ras cambiandola de su estado unido a GDP por GTP; esta activacion
desencadena una cascada de fosforilaciones a través de las proteinas
MAPK (cinasas activadas por mitégenos). A su vez estas proteinas MAPK
transmiten el estimulo a diversas moléculas efectoras (cinasas de proteinas
o factores de trascripcion). Esta cascada de fosforilaciones ocasiona la
trascripcion de genes tempranos entre los que destacan los que codifican a
las ciclinas de G1, algunos de estos genes a su vez activan la trascripcion de
otros genes denominados genes tardios. De esta manera la via de
sefalizacion Ras-MAPK transmite sefiales extracelulares al nucleo activando

la maquinaria del ciclo celular.

Muchos tipos celulares como los fibroblastos o las células epiteliales,
requieren de adhesion a sustratos de la matriz extracelular (fibronectina o
laminina), para crecer y proliferar en adicion de las sefiales y medio
adecuados. Este requerimiento se debe a que la unién de moléculas de
matriz extracelular a integrinas (moléculas receptoras de matriz en la
membrana celular, las cuales estan unidas al citoesqueleto) activa otras vias
de sefalizacion requeridas para entrar al ciclo celular, mediadas por la

activacion de otras cinasas (FAK, cinasa de adhesion focal).

Es necesario sefialar que las células de mamifero no se dividen infinitamente
muchas células se dividen un numero limitado de veces antes de
diferenciarse en células altamente especializadas. Por ejemplo fibroblastos
humanos en medio de cultivo estandar se dividen entre 25 y 50 veces, hacia
el final la proliferacion se disminuye su velocidad y finalmente se detiene a

este fenémeno se le ha denominado senescencia replicativa. “
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1.3.3 Apoptosis

Las células en un organismo forman una comunidad organizada donde el
namero de células en esta comunidad esta estrictamente regulado, si una
célula ya no es requerida esta muere o se suicida por apoptosis. Este
fendbmeno es bastante comun tanto en organismos en desarrollo como en
adultos lo cual podria parecer como un desperdicio, ya que por lo general las
células que mueren por apoptosis son células sanas a diferencia de las
células que mueren por necrosis, pero en realidad es un proceso necesario
para la homeostasis y la morfogénesis por ejemplo los dedos se separan por
apoptosis del tejido que hay entre ellos en el primordio de la mano.

La apoptosis a diferencia de la necrosis es un proceso ordenado las células
muere limpiamente sin dafiar a sus células vecinas con el contenido de su
citoplasma, la célula se condensa y reduce su tamafio, colapsa el
citoesqueleto, la membrana nuclear se destruye, el ADN se fragmenta y
finalmente la superficie de la célula cambia de manera que puede ser

reconocida por células vecinas o macrofagos para ser fagocitada.

El proceso intracelular de la apoptosis depende de una familia de proteasas
llamadas caspasas que cortan a la proteina blanco en residuos de aspartato.
Las caspasas se encuentran en las células en forma inactiva (procaspasas)
las cuales son activadas por un corte proteolitico estas a su vez activan otras

procaspasas en una cascada de amplificacion (Fig. 11). (@9

| procaspase activation

Fig.11 Activacion de las caspatasas (Alberts, et al.)
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Las caspasas cortan proteinas clave en la célula como la laminina que al
romperse desintegra la membrana nuclear y degradan a la enzima que
inactiva a la DNAsa ocasionando la degradacion del material genético. La
entrada a la apoptosis al igual que la entrada a un nuevo ciclo celular es un
“todo o nada”, donde una célula que ha iniciado este proceso no puede
detenerse. EI mecanismo propuesto de la activacion de estas procaspasas
gira alrededor de proteinas adaptadoras que juntan mdultiples caspasas en
un agregado en este agregado las caspasas se activan entre si, mediante un
pequefia actividad de proteasa basal en unos momentos estas caspasas
activas desencadenan la cascada de activacion amplificando la sefial de
muerte. Las sefiales de muerte pueden originarse a dos niveles, en algunas
células se puede inducir apoptosis presentando el ligando de Fas en su
membrana el cual se une a un receptor de muerte (Fas) en la superficie
celular de la célula blanco, el agregado de Fas y su ligando recluta a los
adaptadores que unen y activan a la procaspasa 8. La célula también en
respuesta a dafo o estrés puede activar la apoptosis, por ejemplo un dafio
severo al ADN puede inducirla mediante la p53 la cual activa la trascripcion
de genes que codifican para proteinas que promueven la liberacién del
citocromo C de la mitocondria en el citoplasma se une al factor promotor de

la apoptosis 1 (Apafl) el cual agrega y activa a la procaspasa 9 (Fig. 12). @
(©)
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Fig.12 Activacion de la apoptosis celular (Alberts, et al.)
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1.4 REPRODUCCION SEXUAL

Los seres humanos se reproducen sexualmente, es decir, producen
descendencia que tiene caracteristicas genéticas de los dos progenitores. La
reproduccion sexual requiere, en general, dos progenitores y siempre
involucra dos procesos: La meiosis y la fecundacion. Por medio de la
fecundacion, las dotaciones genéticas de ambos progenitores se retunen y

forman una nueva identidad genética, la de la progenie.

Para comprender la meiosis, debemos centrar nuevamente nuestra atencion
en los cromosomas. Cada organismo tiene un namero de cromosomas
caracteristico de su especie, un ser humano tiene 46. Sin embargo, en estos
organismos, y en la mayoria de las otras plantas y animales conocidos, las
células sexuales o gametos tienen exactamente la mitad del niamero de
cromosomas que las células somaticas del organismo. El numero de
cromosomas de los gametos se conoce como numero haploide (“dotacién
simple”) de cromosomas y el de las células somaticas, como numero
diploide (“dotacion doble”). Las células que tienen mas dotaciones

cromosdmicas se denominan células poliploide (“muchas dotaciones”).

El nimero haploide se designa n y el nimero diploide, 2n. Asi en los seres
humanos, n=23 y 2n=46. Cuando un gameto masculino fecunda a un
gameto femenino, los dos nucleos haploides se fusionan, n + n = 2n, y el
numero diploide se restablece. La célula diploide producida por la fusién de

dos gametos se conoce como célula huevo o cigoto.

En toda célula diploide, cada cromosoma tiene su par. Los pares de
cromosomas se conocen como pares de homologos y los miembros de cada
par se asemejan en tamafo, forma y también; como veremos, en el tipo de
informacion hereditaria que contiene. Uno de los cromosomas homologos
proviene del gameto de uno de los progenitores y su par, el gameto del otro
progenitor. Después de la fecundacién, ambos homélogos se retunen en el

cigoto.
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En la meoisis, la dotacion cromosémica diploide, que contiene los dos
homélogos de cada par, se reduce a una dotacion haploide, que contiene
solo un homodlogo de cada par. Asi la meiosis compensa el efecto

multiplicador de la fecundacion.
1.4.1 La meiosis: unareduccién en el nilmero de cromosomas.

La meiosis consiste en dos divisiones nucleares sucesivas que dan como
resultado final un total de 4 células hijas. Cada nucleo hijo contiene la mitad
del numero de cromosomas presentes en el nucleo progenitor y ademas

recibe sélo un miembro de cada par de cromosomas homologos.

Durante la interfase anterior a la meiosis, los cromosomas se replican de la
misma manera que en la interfase que precede a la mitosis, y cada
cromosoma pasa a tener dos cromatidas hermanas idénticas unidas por el
centrémero. Al comienzo de la profase de la primera division meiotica ocurre
un hecho clave para la meiosis: los cromosomas homologos se acercan y se
aparean en el proceso de sinapsis, mientras que los cromosomas
homologos estan apareados, se produce el entrecruzamiento o crossing
over. En los puntos donde hay entrecruzamiento, un fragmento de cromatida
de un homélogo se rompe y se intercambia por un fragmento de cromatida
del otro homélogo. Las zonas de ruptura se reparan y, como resultado, las
cromatidas hermanas de cada cromosoma homologo dejan de ser
genéticamente idénticas. ElI cromosoma materno contiene ahora partes del
homélogo paterno y viceversa. El entrecruzamiento es un mecanismo crucial
que permite la recombinacién del material genético de los dos progenitores,

un hecho de enormes consecuencias para el proceso evolutivo.
1.4.2 Las ocho fases de la meioisis.

De la misma manera que la mitosis, la meiosis es un proceso continuo en el
que se puede reconocer una serie de etapas caracteristicas. La meiosis

consiste en dos divisiones nucleares sucesivas, la meiosis | y la meiosis Il.
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En la meiosis | se aparean y luego se separan los cromosomas homélogos,

en la meiosis Il, se separan las crométidas de cada homadlogo.

Durante la interfase los cromosomas se duplican de manera que, al
comienzo de la meiosis, cada cromosoma consiste en cromatidas hermanas
idénticas. La primera de las dos divisiones nucleares se desarrolla a través
de la profase |, la metafase |, anafase |, y la telofase I. La meiosis Il es muy
similar a la mitosis, excepto en que no esta precedida por la duplicacion del
material cromosomico. Luego de recorrida esta secuencia de fases puede
producirse una interfase de corta duracion, durante la cual los cromosomas
se desarrollan parcialmente pero, en muchas especies, la meiosis pasa de
telofase | directamente a la profase Il. Luego, continda la metafase I,
anafase Il y la telofase II. Si al comienzo de la segunda divisidbn meiotica los

cromosomas estan dispersos, se condensan nuevamente.

De ésta manera, a partir de una Unica célula se obtiene cuatro células, cada
una con un miembro del par de homodlogos presentes en la célula
progenitora y, en consecuencia, con la mitad del nUmero cromosomas que
tenia la progenitora. En este proceso, el numero de cromosomas se reduce

de diploide a haploide.

Ademas del entrecruzamiento, durante la meiosis se produce otro hecho que
también deriva en la recombinacibn del material genético de los
progenitores: los cromosomas homologos se distribuyen al azar entre las
cuatro células hijas haploides. Como cada miembro de cada par de
homélogos derivd de uno de los dos progenitores de ese organismo, el
hecho de que uno de los gametos contenga un cromosoma procedente de
su madre o el cromosoma homoélogo, que derivd de su padre, depende
exclusivamente del azar. Este proceso azaroso hace que los nucleos
haploides producidos por la meiosis contengan nuevas combinaciones de

cromosomas.
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En los individuos producidos sexualmente, el potencial para la variabilidad
genética es enorme. En las especies de reproduccién sexual pueden
reconocerse tres procesos fundamentales que ocurren durante la meiosis y
la fecundaciéon, que funcionan como fuentes de variabilidad genética al
proveer nuevas variaciones que constituye la “materia prima” de la seleccion

natural a lo largo del proceso evolutivo.

e El entrecruzamiento. Como, se vio en la profase | se intercambia

informacion genética entre cromosomas homologos.

e La segregacion al azar de los cromosomas de los dos progenitores.
Los cromosomas paterno y materno se distribuyen en forma
independiente entre las células haploides en la meiosis y esa
distribucion depende de la orientacién de los pares de homélogos en
la metafase I. Como esta orientacion es al azar, no hay ninguna
“regla” sobre cuantos homdlogos paternos o maternos se colocaran a

cada lado del ecuador.

e Lafecundacion. Esta es una fuente extra de variabilidad: salvo el caso
de los gemelos monocig6ticos, nunca dos individuos son idénticos, ya
que proviene de la union de cierta pareja de gametos (cierto
espermatozoide y cierto 6vulo) y no de otra. Debido a los mecanismos
de recombinacion y segregacion de los cromosomas en la meiosis, no

hay dos gametos idénticos.
1.5 ABORTO
1.5.1 Aspectos Generales

La Organizacion Mundial de la Salud ha definido el aborto como: “la
expulsion o extraccion de su madre de un embrién o feto que pese 500
gramos o0 menos”. Este peso corresponde a una edad gestacional entre 20-

22 semanas. Como en el aborto retenido no ha ocurrido la expulsion, se
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podria definir mejor al aborto como la interrupcién de un embarazo menor de
20-22 semanas o la pérdida de un embrion o de un feto que pesa menos de
500 gramos. Se denomina aborto temprano al que ocurre antes de la 12a
semana de gestacion y aborto tardio al que se presenta entre las 12 y las 20
semanas de gestacion. El aborto puede ser espontaneo o inducido

(provocado).

Se calcula que 20-30% de las gestaciones terminan en aborto espontaneo;
sin embargo, hay estudios que indican una incidencia de aborto entre 40-
50% y aun hasta 80% de todas las gestaciones cuando se incluyen

embarazos muy tempranos.

Se denomina pérdida recurrente del embarazo, a la ocurrencia de tres o mas
abortos espontaneos consecutivos este término ha reemplazado al de aborto
habitual. La pérdida recurrente del embarazo se clasifica como: primaria si la
paciente nunca ha tenido un fruto viable; o secundaria si la madre ha tenido
un bebé antes de las pérdidas consecutivas del embarazo. En la actualidad
cuando una paciente ha presentado dos abortos consecutivos espontaneos,
se inicia la investigacion como pérdida recurrente del embarazo debido a
que la frecuencia de hallazgos anormales es similar a la que se encuentra
cuando se investigan las pacientes después de haber presentado tres 0 mas
abortos. Las parejas con una historia de tres abortos consecutivos sin el
antecedente de un hijo vivo tienen un riesgo de aborto espontaneo

subsecuente de 50%.®

El hecho de que exista fertilizacion del 6vulo por el espermatozoide no
implica que siempre se desarrolle un feto vivo, de hecho muchas
concepciones ni siquiera llegan a ser reconocidas clinicamente. De los
embarazos confirmados 10% a 15% terminan en abortos del primer trimestre
y 2% a 3% lo hacen en el segundo trimestre, sin embargo en la actualidad la
posibilidad de diagnosticar un embarazo dentro de los dias que siguen a la
implantacion podria llevar a aumentar el nimero de casos de pérdidas

espontaneas.

Pablo Vinicio Farfan Patino 30



UNIVERSIDAD DE CUENCA

=]
A pesar de que los embarazos pueden ser reconocidos por ecosonografia
desde la semana 5-6 después del ultimo periodo menstrual hay razones
para creer que las pérdidas ocurren mas tempranamente y es lo que se ha
denominado “pérdidas preclinicas” o “embarazo bioquimico”, esto es,
presencia de una prueba de embarazo positiva en ausencia de estructuras

embrionarias visibles a la ecosonografia. "

El indicio de estas pérdidas preclinicas ha sido obtenido de estudios
prospectivos en mujeres ovulatorias, mediante determinacion seriada, en
dias alternos, de gonadotropina coriénica humana (HCG), desde el dia 21
del ciclo hasta la aparicion de la menstruacion o el embarazo. Se considera
diagnéstico de embarazo cuando se encuentran valores de BHCG =
4muUl/mL.

En muchos casos los niveles de HCG son lo suficientemente elevados como
para hacer el diagnostico de embarazo; sin embargo, solo en el 60% de los
casos se observa embarazo clinico, por lo que las pérdidas preclinicas son
superiores al 30% vy las pérdidas clinicas superiores al 10%. Cerca de una
quinta parte ocurren en la primera mitad del embarazo, la mayoria alrededor
de la semana 8 y, generalmente, son huevos sin presencia de embrion y

saco vitelino. ?®

Estudios prospectivos han demostrado que aproximadamente del 80% al
90% de las mujeres que han tenido un aborto espontaneo precoz tienen un
nuevo embarazo de evolucidon normal. Las pacientes con antecedentes de
embarazos a término sin complicaciones son las que tienen mayor
probabilidad de presentar un nuevo embarazo con evolucién normal. El
factor edad es determinante en el resultado del embarazo porque del 85% al
90% de los embarazos en mujeres entre 20 a 30 afios evolucionan en forma
normal. La frecuencia de nacidos vivos disminuye en forma progresiva
después de los 33 a 35 afios, para llegar a 70% después de los 40 afios de
edad.
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Entre las causas de pérdida fetal recurrente (PFR) se encuentran:
anormalidades en el crecimiento y desarrollo del embrion; trastornos
inmunitarios; infecciones; uso de drogas; alteraciones anatémicas del Gtero y
alteraciones metabdlicas, por lo que la evaluacion clinica de una paciente

con historia de PFR debe incluir lo siguiente.

a) Historia obstétrica de los embarazos anteriores, con patron y

caracteristicas de las pérdidas previas.
b) Antecedente de exposicion a drogas y toxicos ambientales.
c) Infecciones ginecoldgicas.
d) Hallazgos asociados con el sindrome antifosfolipido primario.

e) Consanguinidad entre parejas con antecedentes de enfermedades o

alteraciones genéticas.
f) Historia familiar de PFR.

g) Examen fisico general, incluyendo examen ginecolégico. "
1.5.2 Definiciones:

Se llama aborto a la separacion del producto de la concepcion antes de un
nivel de maduracion, sin la cual no puede ser viable. Este tiempo se
corresponde con las 20-22 semanas completas (140-154 dias completos), o
cuando el feto no supera los 500 gramos de peso. Pude ser espontaneo o

provocado.

a) Aborto inducido o provocado: se llama asi al resultado de maniobras
practicadas deliberadamente con animo de interrumpir el embarazo.
La técnica mas empleada sigue siendo la dilatacion cervical con
bujias de Hegar y la evacuacion mediante legrado instrumental o

vacuoextraccion con aspiracion por vacio, manual o mecanica.
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b) Aborto espontaneo: expulsion de feto de menos de 500 gramos de
peso, en ausencia de maniobras facilitadoras. Cuando se dice que la
mujer tuvo un aborto espontaneo se expresa que el embarazo se
interrumpié antes de la semana 20 de gestacion, que el feto se
expulsé antes de los 120 dias de evolucion o que en el momento de
ser expulsado pesa menos de 500gramos. En este periodo del
embarazo el feto no puede vivir fuera del utero materno. El aborto
espontaneo se produce en la mayoria de los casos durante las
primeras 12 semanas de embarazo, por eso se la considera una

complicacion del primer trimestre.

En el 20% de los embarazos puede presentarse una metrorragia
durante los tres primeros meses, pero la frecuencia de aborto

espontaneo es del 20 - 30%.

A mas de estos conceptos, podemos encontrar los siguientes términos

dentro del concepto de aborto:

e aborto habitual o recidivante: se denomina asi al trastorno consistente
en la pérdida de tres embarazos sucesivos en el periodo

correspondiente al de aborto (hasta las 20-22 semanas).

e amenaza de aborto: existe amenaza de aborto, cuando hay un
incremento de la contractilidad uterina inusual para esa edad
gestacional y modificaciones cervicales que incluyen, centralizacién,

ablandamiento, borramiento y dilatacion del orificio cervical externo.

e aborto en curso, es el cuadro anterior mas dilatacion del orificio

cervical interno.

e aborto inminente, es cuando mediante el tacto se puede tocar
membranas o partes fetales, a través del orificio cervical interno
dilatado.
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aborto completo e incompleto: esta relacionado con la evacuacion
total (en block) o parcial de restos ovulares y membranas. Cuando
ocurre la segunda opcion, aborto incompleto, debe completarse la
evacuacion total, mediante técnicas instrumentales similares a las del

aborto provocado.

aborto diferido se denomina asi a la retencion del producto de la
gestacion sin vida, por un periodo prolongado, que se fija en dos

meses 0 méas. ¢
Sintomas

Pérdida de sangre (se la llama metrorragia) por genitales externos, de

caracteristicas variables en cuanto a la cantidad y el color.

Dolores tipo célico en la zona del pubis, aunque a veces pueden
irradiarse hacia la zona sacrolumbar, producidos por las contracciones
uterinas que tiene la mujer, ya que es una forma de expulsar el feto en

forma natural, como sucederia en un parto espontaneo.

Expulsién de restos ovulares, aunque a veces esto no ocurre.

Estos sintomas no siempre se presentan, porque hay abortos espontaneos

qgue transcurren sin manifestaciones clinicas, siendo identificados por un

aumento de la subunidad beta de la Gonadotrofina Coriénica humana

(hormona que se produce solo durante el embarazo). A estos embarazos se

los llama “embarazos quimicos”.

154

a)

» (32)

Causas de aborto espontaneo

Hormonales

Alteracion del funcionamiento del ovario: déficit de progesterona.
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Alteracion del funcionamiento de la glandula tiroides: hipotiroidismo.
Alteracion del funcionamiento de las glandulas suprarrenales:

sindrome adrenogenital.
Infecciosas
Toxoplasmosis

Micoplasmosis

Listeriosis

Las infecciones pueden presentarse sin dar ningun sintoma, y muchas

veces se diagnostican por estudios especificos que indica el médico.

c)

d)

Uterinas

Malformaciones uterinas.
Hipoplasia uterina (Utero infantil: falta de desarrollo del Gtero).

Incompetencia Istmico — cervical: alteracion del cuello uterino que
produce la dilatacion espontanea del mismo, provocando el

nacimiento del bebé.
Miomas uterinos.

Endometriosis.

Anomalias genéticas: La mayoria de los abortos espontaneos se
producen por anomalias en los cromosomas (éstos son filamentos
gue estan en el nucleo de las células donde se encuentra la
informacion genética), que hacen que estos embarazos sean
incompatibles con la vida. Cada persona tiene en sus células
germinales (6vulos o espermatozoides) 23 pares de cromosomas.

Cada par de cromosomas se forma por un cromosoma del padre y
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otro de la madre. Entre un 60% a un 70% de los abortos espontaneos
producidos durante el primer trimestre del embarazo, son
consecuencia de defectos genéticos o deficiencias cromosémicas que

interfieren en la vitalidad fetal.

e) Factores inmunoldgicos: Los anticuerpos son proteinas que produce
el organismo para protegernos de las infecciones, pero a veces se
pueden fabricar anticuerpos que en vez de darnos proteccion, atacan
nuestros propios tejidos y dafian nuestro organismo. Esto ocurre en el
“Sindrome antifosfolipidico”, enfermedad materna en la que se
producen anticuerpos que interfieren en los mecanismos de
coagulacion y afectan la circulacion de la sangre materna; estas fallas
del organismo materno repercute en la circulacidon placentaria, lo que

puede provocar el aborto espontaneo.

En los casos que las parejas hayan tenido dos o mas abortos
espontaneos, debe someterse a estudios, ya que se trata de abortos
recurrentes, para intentar saber la causa de los abortos y de esa forma
valorar la posibilidad de algun tratamiento médico para corregirla. El

50% de las parejas logra conocer la causa del aborto espontaneo. 2

1.5.5 Factores Genéticos

Las células somaticas de la especie humana se mantienen con su nimero
diploide de 46 cromosomas gracias al proceso de mitosis constante que
sucede en estas células. Sin embargo, en las génadas los gametos realizan
dos divisiones celulares por medio de meiosis, las cuales permiten la
reduccion del numero de cromosomas que llevan a los gametos de un
estadio primario diploide a un namero haploide de 23 cromosomas. Cuando
ocurren alteraciones en los procesos de mitosis y meiosis se producen
anormalidades del nimero de cromosomas y cuando ocurren trastornos
sobre la morfologia se producen las alteraciones cromosémicas de tipo

estructural. ©
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a) Anormalidades numéricas: Las anormalidades numéricas

embrionarias pueden ser de tres tipos.

e Euploidias: Que es cuando las variaciones en el numero de los

cromosomas son multiplos del numero haploide (23 cromosomas).

e Aneuploidias: Que es cuando sélo uno o algunos cromosomas estan

involucrados y no son multiplos del nimero haploide.

e Poliploidia: Es la presencia de mas de 2 complejos cromosdmicos
haploides, y dependiendo del nimero de cromosomas pueden ser
triploidias (3n = 69), tetraploidias (4n = 92), etc.

Las aneuploidias son las mas comunes y resultan de una falta de separacién
cromosomica durante la meiosis (ausencia de disyuncion meiotica), de éstas
las trisomias de los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22 son las mas frecuentes
y se relacionan con la edad materna; mientras que las monosomias (45 X) se
encuentran en el 97% de las muestras de abortos espontaneos y no se

relacionan con la edad materna.

No existe mayor probabilidad de una trisomia en los casos de un segundo
aborto sin embargo, las parejas con 2 6 mas abortos espontaneos tienen un
incremento en el riesgo de embarazos con alteraciones cromosémicas, a
pesar de que los padres tengan un cariotipo normal. La frecuencia de
anormalidades citogenéticas en abortos clinicamente reconocidos es

aproximadamente de un 50%.

Las poliploidias se producen generalmente por la fecundacion de un 6vulo
con un cromosoma haploide normal por dos espermatozoides también
normales (dispermia) y se observan frecuentemente en el material de aborto
de 7 semanas de gestacion. Entre las caracteristicas patolégicas de los
embarazos triploides se encuentran: saco gestacional grande; degeneracion

quistica de las vellosidades coriales; y trofoblasto hipotréfico o hidrépico
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(degeneracion pseudomolar). En relacion con el riesgo de sufrir alteraciones
del cariotipo en las pacientes con antecedentes de aborto, se ha sefalado lo

siguiente.

e No hay incremento del riesgo de trisomia a pesar de haber el
antecedente de trisomia u otra alteracion del cariotipo en un aborto

anterior.

e Hay un incremento significativo en el riesgo de cariotipo anormal no

trisobmico cuando existe el antecedente de aborto con cariotipo similar.

e Hay incremento significativo del riesgo de aborto sin alteracién del
cariotipo cuando hay el antecedente de aborto con cariotipo normal.

Como la pérdida del embarazo se observa en forma recurrente, igualmente
se observa predisposicion para las aneuploidias con riesgo aumentado de

recién nacidos con alteraciones cromosémicas. ‘9

b) Anormalidades estructurales: Los cromosomas estan expuestos a
la accion de numerosos agentes ambientales mutagenos que los
dafian y ocasionan fracturas o rompimientos; sin embargo, existen
mecanismos a nivel celular que tratan de reparar esta lesion. La falla
de estos mecanismos de reparacion por defecto intrinseco o
exposicidn severa al agente mutageno ocasiona las alteraciones

estructurales.

Las anomalias estructurales que se encuentran con mayor frecuencia
en las parejas con PFR son las traslocaciones que se producen
debido al intercambio de segmentos entre 2 cromosomas y pueden

ser las siguientes.

e Simples: Cuando ocurre la adicion de una parte de un cromosoma a

otro cromosoma no homalogo.
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e Reciprocas: Cuando ocurre el cambio de cromatina entre 2

cromosomas no homologos

e Robertzonianas: Cuando ocurre la fusibn de cromosomas
acrocéntricos, o sea, cuando la parte central del cromosoma
(centrbmero) esté situado cerca de los brazos cortos, y ocurre en los
cromosomas 13, 14, 15, 21, 22. %°)

C) Tipos de Traslocaciones.

e Balanceadas: Ocurren cuando hay intercambio entre dos
cromosomas sin pérdida del material genético y por tanto el individuo

puede ser fenotipicamente normal.

¢ Desbalanceadas: Ocurren cuando pasa una parte de un cromosoma a
otro, sin intercambio de material genético. En éstas el producto
siempre es anormal. Las inversiones también ocurren en las parejas
con PFR y se producen cuando un segmento cromosomico rota 180°
sobre si mismo y se coloca en forma invertida, lo que produce una
alteracién en la secuencia de genes. Esta puede ser paracéntrica si el
segmento invertido no incluye el centrémero o pericéntrica si el

centrémero queda incluido.

La normalidad del producto depende de muchas variables, entre las que se
encuentran el tipo especifico de anormalidad y si el padre o la madre es el
portador. Los padres pueden ser individuos fenotipicamente normales pero
portadores de una traslocacion balanceada que se transmite de forma no
esporadica a la descendencia y explica los abortos a repeticion. Durante la
gametogénesis estas traslocaciones pueden producir gametos normales o
anormales y los resultados de la concepcion pueden ser: nifios con cariotipo
normal, nifios con traslocacion balanceada, nifios con fenotipo anormal y

abortos con cromosomas desbalanceados.
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Otras alteraciones estructurales que se han encontrado en muestras de
abortos o en recién nacidos anormales son las duplicaciones, que se
presenta, cuando una misma secuencia de genes aparece en forma doble
en el mismo cromosoma y las deficiencias cromosdmicas, que son el
resultado de la segregacion que consiste en la separacién de genes alélicos

durante la meiosis.

El riesgo de pérdida fetal o de tener un producto anormal se puede calcular
cuando se conoce la historia familiar de casos anormales anteriores. El
prondstico del producto depende del tipo de alteracion estructural y de las
caracteristicas de los padres, por ejemplo la traslocacion reciproca t(11;22),
predispone frecuentemente a una mala segregacidon meiodtica con el
subsecuente alto riesgo de anormalidad cromosémica en la concepcion,
mientras que cuando la traslocacion en la pareja es de tipo robertzoniana
t(14;21), tedricamente la mitad de las concepciones deberian ser
incompatibles con viabilidad fetal, un tercio deberia ser fenotipicamente

normal y un sexto deberia presentar una trisomia 21.

En toda muestra de tejido embrionario o fetal se debe realizar estudio
morfolégico y citogenético para predecir la presencia de malformaciones y
determinar el riesgo de recurrencia. Los estudios cromosémicos del material
ovular son costosos y requieren de personal experimentado en la
preparacion del material citogenético, medios de transporte sin preservativos
y evitar contaminacion de la muestra para obtener en forma satisfactoria el

crecimiento celular. ?®

1.5.6 Consejo genético

La presencia de anormalidades cromosomicas estructurales balanceadas en
la pareja es causa importante de abortos a repeticion y provee las bases
para el consejo genético. Si el cariotipo de la pareja es normal y en un
préximo embarazo presentan un aborto, se debe realizar el estudio

citogenético del material ovular para obtener informacién acerca del
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prondstico en un proximo embarazo. Si en el cariotipo hay alteraciones
numéricas o cariotipos desbalanceados esta indicado el diagndstico
prenatal, que se puede realizar antes de la implantacion por procedimientos
de micromanipulacion, y en etapas mas avanzadas por medio de la biopsia

de vellosidades coridnicas, amniocentesis o cordocentesis.

También se debe realizar la evaluacion citogenética de todo el nucleo
familiar en etapa reproductiva. Si la pareja tiene aumento de riesgo de
alteraciones cromosomicas en embarazos subsecuentes se pueden dar las
siguientes recomendaciones, dependiendo de cada caso: desistir de la idea
de un embarazo, adopcién, inseminacién artificial con semen de donante
cuando el hombre es el portador de la alteracion cromosomica y fertilizacion

in vitro con donacién de évulos cuando la mujer es la portadora. ¢V
1.6 CITOMETRIA DE FLUJO.
1.6.1 Aspectos Generales:

Historia: EI primer contador celular automatico fue desarrollado por
Moldavan (1934), consistia en un tubo capilar por el que se hacia pasar
células tefidas, el capilar estaba montado sobre un microscopio 6ptico con
un objetivo sobre el cual habia un detector fotoeléctrico que registraba el
paso de las células como un cambio en la luz que recibia. Tuvo muchos
problemas con el grosor del capilar y obstruccion del mismo, dificultad en el
mantenimiento de presiones, etc. Unos afilos mas tarde Kielland (1941),

patenta un modelo que parece ser igual al de Modalvan ©.

Un importante avance para el desarrollo de la citometria de flujo se consiguio
en 1953 al inventar Crosland y Taylor una camara de flujo basada en la
inyeccion de la muestra en el seno de un fluido de arrastre a través de un
capilar que se estrecha y centra el flujo de la misma. Con este sistema se

evitaban dos grandes problemas:
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a) El capilar tiene mayor didmetro, con lo que su obstruccion es mucho

mas dificil permitiendo el mejor enfoque de la muestra con la fuente
de luz.

b) Es la base de las cAmaras que se usan en la actualidad.

W. Coulter habia descrito poco antes (1949) el principio que lleva su nombre.
Desarroll6 un contador celular basado en el cambio que produce una
particula al pasar por un agujero en el que hay una diferencia de potencial

conocida. En 1966 también usé cambios en ondas de radiofrecuencia .

En 1953 Parker y Horst describen el primer contador diferencial
hematoldgico usando células tefiidas en rojo (hematies) y azul (leucocitos),

luz visible y detectores para luz roja o azul.

Fulwyler describe el proceso de sorter electrostatico en 1965 basandose en
la tecnologia de las impresoras por chorro de tinta. Es el sistema
mayoritariamente empleado en la actualidad. Durante los afios 60 y 70 se
producen avances en la tecnologia y su aplicacion a la citometria de flujo
pero hasta final de los afios 70 y principio de los 80 existian pocas
aplicaciones de la citometria de flujo de interés biologico. Los esfuerzos se
dirigian principalmente en mejorar las prestaciones de los instrumentos que

se estaban desarrollando .

Desde entonces se han producido avances en las aplicaciones de la

Citometria de Flujo en la investigacion médico-biologica

Muchos otros autores han contribuido con sus experimentos a desarrollar
técnicas aplicables a la citometria de flujo que ahora estan dando sus frutos
y se emplean tanto en el laboratorio de rutina, como en la investigacion

basica y/o clinica ®.
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1.6.2 El citdbmetro de flujo

A diferencia de otras técnicas, el citdmetro de flujo mide caracteristicas
celulares individuales de un gran numero de células (no una media de los
resultados), y ademas permite medir caracteristicas intrinsecas y fenotipicas

de poblaciones en muestras heterogéneas.

Citometro de flujo

Cemponentes principalas

zizgtema
infomm Atic o

Fig.13 Componentes principales del Citometro de Flujo

a) El sistema oOptico: Se debe considerar la fuente de iluminacion (que
puede ser un laser o una lampara de arco voltaico), la sefial de ruido,
y los filtros necesarios para discriminar la sefal luminica y llevarla al

detector adecuado. ©®

e Instrumentos basados en una fuente de iluminacion laser: Tienen una
configuracion ortogonal, es decir que son perpendiculares los ejes de
iluminacién, deteccion y paso de muestra. El laser por accién de
lentes tiene una seccion eliptica y la intensidad de la luz decrece
hacia la periferia de forma gaussiana. Su grosor se considera hasta
que su intensidad ha disminuido del centro del haz al valor 1/e2, el
cual es aproximadamente 100 pum de ancho. Algunos citometros

poseen dos 0 mas laseres como fuentes de iluminacion. ©°
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Fig.14 Fuentes de iluminacion.

La fluorescencia se recoge a 90 grados por lentes de alta apertura
numeérica. Recogen del 5 al 10 % de la fluorescencia emitida, pero con
un espejo de disefo especial se puede llegar a recoger hasta el 90 %.
Se debe situar una placa con un agujero (pinhole) para aumentar la
razon sefal/ruido. Por la lente que recoge la sefial fluorescente
también se recoge la sefial de la luz dispersada a 90 grados (right
angle scatter), que se lleva mediante espejos a su detector especifico
y es funcion de la refractariedad y estructura celular. Existe un
detector para la luz dispersada hacia adelante o dispersion frontal de

la luz (low angle scatter), que es funcion del tamafio celular.

Instrumentos basados en lamparas de arco como fuente de
iluminacién: Emplean una lampara de mercurio o xendn con objetivos
de alta apertura numérica y epiluminacién. En algunos casos pueden

detectar la dispersion de luz frontal ¢

Ruido de fondo (background): Se debe eliminar la luz que no sea la
emitida o dispersada por las células. Hay que tener en cuenta la
llamada luz dispersada de Raman (inelastica) por el agua que pasa
de ser de 488 a 529/584 nm y no se puede eliminar por filtros. Para

suprimir la luminiscencia de ruido se utilizan un pinhole ©9),

Filtros: Se usan para eliminar y separar la luz recogida. Debe tener:
alta transmitancia dentro de su banda de paso; banda de paso
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limitada y estrecha; baja autofluorescencia; y buena estabilidad y

resistencia a la luz.
filtros puedes ser de dos tipos:

Coloreados o de absorcion: se usan como filtros de paso largo o "long

pass", absorben la luz, y

De interferencia o dicroicos: reflejan la luz que tiene una longitud de
onda superior o inferior a la que dejan pasar. No absorben la luz, sélo

la reflejan ©¥.

Detectores: Existen dos tipos de detectores de la luz: los

fotomultiplicadores y los fotodetectores diodos o de estado-solido.

Fotomultiplicadores (PMT): se usan para la deteccién de la sefial de
fluorescencia y luz dispersada a 90 grados. Tienen una buena radio
sefal/ruido, aunque su eficiencia cuantica es baja. Hay dos tipos
diferentes que se llaman end-on y side-window, la diferencia radica
que el side-window tiene mayor rendimiento cuantico para las
longitudes de onda que se usan en citometria pero el alineamiento es

critico.

Fotodetectores diodos: se usan para detectar la dispersion frontal de
la luz. Son muy resistentes y eficientes (sefiales fuertes), pero tiene
una baja radio sefial/ruido lo que los hace poco utiles para sefales

débiles ©%,

Camaras de flujo: Son muy diferentes segun sea la fuente de

iluminacion de aparato.

Citdmetros con fuente de iluminacion laser: Se basan en la camara
de flujo descrita por Crosland-Taylor (enfoque hidrodinamico). Hay
dos tipos: las cerradas y las abiertas (deteccion en "chorro en aire").
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Las camaras cerradas consiguen flujos laminares con velocidades de
flujo inferiores y producen menos ruido luminico, en cambio no

permiten una facil eliminacion de los coagulos o suciedad.

e Citdbmetros con fuente de iluminacién de arco: hay varios sistemas, ya
sean abiertos o cerrados. Generalmente los sistemas son mas

complejos que los de los citbmetros basados en la iluminacion tipo
laser. ¢ ©0)

e) Sistemas de inyeccion de la muestra: Es muy importante que la
velocidad sea constante y a su vez la velocidad 6ptima depende de la

aplicacion. Existen dos sistemas:
e Por presion, y

e Por inyeccién isovolumétrica por jeringa (permite velocidades
inferiores de flujo y contar las células). *”

f) Componente electronico: Los pulsos detectados por los
fotodetectores pasan a un amplificador y después son convertidos de
sefal analdgica a digital (ADC). Se pueden efectuar amplificaciones
lineales a 256 canales (8 bits), 1024 canales (10 bits) o bien
logaritmicas (3 6 4 décadas). Existe la posibilidad de seleccionar un
umbral de sefial (las sefales inferiores al umbral son deshechadas).
Después del procesamiento informatico de la sefial se obtienen

histogramas mono o biparamétricos *°.
1.6.3 Fluorocromos empleados para Citometria de flujo:

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener informacion
acerca de la estructura, funcion y vitalidad de las células. Hay dos
procedimientos para la obtencion de marcadores fluorescentes empleados
en citometria: uno es mediante la union covalente del fluorocromo a

moléculas que se unen especificamente a componentes celulares v,
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segundo, con fluorocromos que varian sus caracteristicas en funcion del

microambiente que les rodea. 9

Fluorocromo Excitacion (nm) [Emisiéon (nm) Laser (nm)
Fluoresceina 495 520 488 Argon
Ficoeritrina (R) 564.495 576 488 Argdn
Rojo Texas 596 620 568 Kripton
Aloficocianina 650 G660 630 Helio-Neodn
Tetrametilrodamina 543 570 568 Kriptéon
Cumarina 357 460 TV

Ioduro de propidio 495.342 639 488 Argoén
Bromuro de etidio 493.320 637 488 Argon
Naranja de acridina 503 530 (ADN) 640|488 Argoén
Mitramicina 445 569 458 Argon
Cromomicina 430 580 457 Argoén
Hoeschst 33342 395 450 U.V.

DAPI 372 456 U. V.
Rodamina 123 485 564 488 Argoén
Fura-2 362 515 U. V.

Indo-1 349 480 U.Vv.

Tabla 1-16.- Longitud de onda de excitacién y emisién maxima de algunos fluorocromos usados

en citometria de flujo.

El fluorocromo ideal deberia tener un alto coeficiente de extincion a la
longitud de onda de excitacién (probabilidad de absorber la luz), un
alto rendimiento cuantico (emision de luz), una elevada fotoestabilidad

y un corto estado de excitacion 9@,

Técnicas inmunofluorescentes:

Marcadores fluorescentes de unién covalente: Son fluorocromos que
reaccionan y se usan para marcar proteinas, lipidos, o bien otras
Deben ser

moléculas biologicas. suficientemente selectivos y

reactivos. Se emplean cromoforos con grupos isotiocianato,
clorotrirzinil y ésteres de succinimida por su elevada capacidad de

union.

El fluorocromo mas empleado es isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Otros que se han descrito y empleado son: rodamina, rojo texas,

cianinas (laseres diodos), etc., pero el mas famoso es la ficoeritrina

Pablo Vinicio Farfan Patino 47



UNIVERSIDAD DE CUENCA

(de la familia de las ficobiliproteinas) por su gran absorcion,
rendimiento y fotoestabilidad; ademas, puede ser excitado a 488 nm,
pero emite mas alla del espectro de la fluoresceina, permitiendo el

doble analisis con un solo laser.®9(4

Algunos avances recientes en el campo de los fluorocromos son el
uso, en citometria de flujo, de sondas de ADN unidas a fluoresceina,
los anticuerpos anti-bromodeoxiuridina para el estudio del ciclo
celular, los anticuerpos contra antigenos que aparecen en células en
ciclo celular y la union de anticuerpos a varios fluorocromos
(ficoeritrina-rojo  texas, ficoeritrina-Cy-3 o Cy-5, ficoeritrina-
aloficocianina) de modo que con una laser de 488 nm se excita a la
ficoeritrina, la cual emite luz que es captada por el segundo
cromoéforo, que a su vez emite en una longitud de onda superior y
diferente a la de la ficoeritrina (por un fendmeno de transferencia de
energia). Ello permite con un solo laser el estudio simultdneo de tres o
mas antigenos celulares. Recientemente, se ha descrito la posibilidad
de investigar, por citometria de flujo, la expresion de antigenos de
superficie con anticuerpos marcados con oro coloidal en lugar de

fluorocromos. @

e Fluorocromos que se unen no covalentemente a estructuras celulares:
Son fluorocromos que debido e su especial composicion molecular se
unen a determinados componentes celulares, pero no de forma

covalente.

» Marcadores del contenido en ADN y ARN segun el tipo son mas o
menos especificos para el ADN, ARN o determinadas bases. Se
emplean el Hoescht, DAPI, DIPI, cromomicina A3, olivomicina,
mitramicina y otros. El naranja de acridina se une al ADN y ARN,
pero tiene la particularidad de emitir en diferente longitud segun al

tipo de acido nucleico al que esta unido. De uso comun es el
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ioduro de propidio que se excita con un laser de 488 nm y que se
une al ADN por intercalacion entre la doble cadena de bases.

» Marcadores del potencial de membrana son las cianinas y la
rodaminal23. También son usados para marcar mitocondrias

debido a la alta diferencia de potencial de su membrana *®©%

» Marcadores de membrana y lipidos y marcadores que diferencian
compartimentos con distinto pH. Son poco usados en citometria

de flujo.

Marcadores fluorescentes que son sensibles al microambiente que les
rodea: Ciertos fluorocromos pueden ser empleados para estimar las
propiedades del ambientes en el que se encuentran puesto que
varian su espectro de absorcion o emision en funcion de las
caracteristicas del microambiente que les rodea. Se emplean para la
determinacién de diversos estados funcionales celulares: pH (6-
carboxi-fluoresceina, 2,3-diciano-1,4-dihidroxi-benceno, hidroxi-pireno
trisulfato), calcio (quin 1l, fura-2, indo-1), potencial redox
(diclorofluoresceina, NADH, NADHP), actividad enziméatica (substratos
gue por accion del enzima varian su fluorescencia o espectro),

polaridad (anilino-naftalina-sulfato o ANS) y viscosidad/fluidez. ©®@4

Estudio del contenido en ADN y fases del ciclo celular por

Citometria de Flujo.

La medicion del ADN ha sido una de las primeras y mas empleadas

aplicaciones de la citometria de flujo. Las células con alteraciones en el

contenido de ADN frecuentemente pueden ser detectadas por citometria de

flujo. El analisis del contenido en ADN y de las fases del ciclo celular es util

para el estudio de la biologia celular y han demostrado tener una relacion

diagnéstica y prondstica en determinadas patologias. Se dispone de muchos

fluorocromos que se unen especificamente a las bases del ADN. La sefal
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i =
fluorescente es proporcional a la union del fluorocromo al 4cido nucleico que

es de tipo estequiométrico.

Los fluorocromos que se usan para la cuantificacion de ADN por citometria
de flujo se clasifican en funcibn de su mecanismo de unién. Los
intercalantes, como el bromuro de etidio, ioduro de propidio y naranja de
acridina, se unen al material genético de doble cadena intercaldndose entre
las dos bases; los de union preferente a las bases adenina-timina, como
DAPI, DIPI y Hoescht y; por ultimo, los de union preferente a las bases

citosina-guanina, como la mitramicina, olivomicina, y cromomicina A3. ?%

a) Estudio de la aneuploidia y del ciclo celular: En el ciclo celular se
distinguen varias fases: la fase de reposo (G0), fase de sintesis
proteica (G1a), sintesis de ARN (G1b), sintesis de material genético o
ADN (fase S), de nuevo sintesis de proteinas (G2) y, por ultimo,
division celular (M). Segun el tipo y funcion de la célula, ésta tiene
mas o menos actividad proliferativa y el ciclo puede variar segun

diversas condiciones: farmacos, radiaciones, etc.

b) Técnicas para medir la sintesis de ADN: Estudio del ciclo celular la
intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
fluorocromo que es proporcional a la cantidad de ADN de la célula.
Hay cierta variacion entre el resultado tedrico y el obtenido debido a la
variacion bioldgica en la tincion y en la lectura, por ello, se define el
coeficiente de variaciéon (CV) que nos da una idea de la semejanza de
los resultados obtenidos a la realidad y que hace necesario el empleo
de programas informéticos para discriminar correctamente el

porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular. ("¢®

c) Deteccion de aneuploidia: el término aneuploidia por citometria de
flujo, significa la presencia de una poblacion con un contenido en ADN
diferente a un control de células semejantes y en igual fase del ciclo

celular. El término de aneuploidia citométrica no es semejante al de
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aneuploidia citogenética y la ausencia de aneuploidia por citometria
de flujo no excluye la presencia de alteraciones citogenéticas que no
conlleven a un aumento de la cantidad total de ADN (translocaciones

balanceadas, etc.).??

Se define como Indice de ADN (ID) al cociente entre la moda del pico
GO0/G1 de la poblacion problema y la moda del pico GO/G1 del control
(en %). A partir de ahi, se define la siguiente terminologia: diploide si
ID igual 1, aneuploide si ID diferente de 1, hiperploide si ID superior a
1, hipoploide si ID inferior a 1, poliploide si ID es igual a 1.5, 2, 2.5,
etc. Y haploide si ID es igual a 0.5. 2

Un problema importante en la lectura de algunas muestras es la
discriminacion de dobletes que interfieren y aumentan, la fase de
mitosis. La solucidn se debe buscar en el procedimiento técnico, en
criterios de estandarizacion y en soluciones citométricas del andlisis

de la sefal.

Se define como criterio de aneuploidia la presencia de dos picos en
canales diferentes de fluorescencia con dos poblaciones en la
muestra. Se acepta que el coeficiente de variacion de la poblacion
aneuploide suele ser mayor que la diploide, de modo, que si se
obtiene un histograma con dos picos y desconocemos cual de ellos es
el diploide se aceptara que se esta ante la presencia de una poblacion
hiperploide o se escogera como aneuploide el pico con un mayor
coeficiente de variacion. Ante un histograma dudoso se puede buscar
la presencia de células en la regién de G2M de la poblacién problema
dudosamente aneuploide, la existencia de proporcionalidad entre las
fases de los ciclos celulares o comprobar la existencia de aneuploidia

con diferentes técnicas.

Con una buena técnica y el citbmetro en condiciones 6ptimas se

pueden conseguir coeficientes de variacion que permitan separar
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grupos de células con indices de ADN de 0,95 a 1,05; en su defecto al
menos de 0,9 a 1,1, aunque, generalmente, se obtienen mejores

histogramas con muestras frescas que parafinadas. ¢®@0)

Estudio de la proliferacién celular: En el ciclo celular se distinguen
varias fases: la fase de reposo (GO0), fase de sintesis de proteinas y
ARN (G1), fase de sintesis de material genético (fase S), nueva fase
de sintesis de proteinas y preparacion a la division (fase G2) y, por

altimo, division celular (fase M).

Segun el tipo y funcion de la célula, ésta tiene mas o menos actividad
y proliferacion. Para el estudio de la proliferacion celular se pueden

emplear métodos morfolégicos o inmunoldgicos.

No todos los anticuerpos miden el mismo componente del ciclo
celular, sino que varia segun el anticuerpo empleado y el antigeno
contra el cual van dirigidos. Generalmente, las técnicas
inmunocitoquimicas van a ofrecer informaciéon estatica acerca del
estado de proliferacion de las células tumorales o no tumorales, pero
no proporcionan informacién de la velocidad a que tiene lugar el ciclo

celular y por lo tanto de la velocidad de proliferacién. ¢
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de estudio:

Descriptivo, transversal.

2.2 Universo de la muestra:

El universo estuvo constituido por 69 productos de aborto, hasta de 20
semanas de gestacién procedentes del Hospital Vicente Corral Moscoso y
del Instituto del Cancer “SOLCA CUENCA”.

2.3 Areade estudio:

El estudio se llevd a cabo en el Instituto del Cancer “SOLCA-CUENCA”.
Servicio de Hematologia en el Laboratorio de Citometria de Flujo.

2.4 Método, Técnica e instrumentos:

El método de estudio fue cientifico, la técnica, la observacion directa y como
instrumentos se empled la base de datos disefiada en Microsoft Excel

version 2007.

2.5 Variables de estudio:
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a) Variable Dependiente:
= Ploidia
b) Variable Independiente:

= Edad

= Semanas de gestacion
2.6 Operacionalizaciéon de variables: (Anexo 1)
2.7 Plan de tabulacion y analisis:

Los valores obtenidos del analisis en el software Modfit, fueron ingresados
en una base datos elaborada y disefiada en Microsoft Excel version 2007,
para su revision y clasificacion. El analisis de datos se empled el programa
SPSS version 15.0, para su estudio estadistico, se utilizO medidas de

frecuencia absoluta y relativa (principalmente porcentaje).

Para la determinacién de asociacion se utilizé el Chi cuadrado con un nivel

de confianza del 95%.
2.8 Procedimiento

a) Autorizacion de la institucion para la utilizacion de la informacion,

materiales e infraestructura.
b) Elaboracion de ficha para la recoleccion de datos.
c) Recoleccion de las muestras en solucion buffer.

d) Disgregacion de material fresco (células): cuando el tejido es solido se
emplean métodos mecanicos o enzimaticos basados en tripsina,
proteasas, colagenasas, hialuronidasas, DNAasa o cocktails de ellas.

Todos estos procedimientos tienen limitaciones (alteracion de las
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caracteristicas celulares o antigenos de membrana) y varia su
efectividad segun el tipo de tejido. En el presente estudio se realizd

una disgregacion mecanica de la muestra. (Anexo 2).

e) Con una pipeta Pasteur se recoge la suspension celular y se coloca

en un tubo falcon.

f) Como marcadores del contenido en ADN y RNA de uso comun es el
ioduro de propidio que se excita con un laser de 488 nm y que se une
al ADN por intercalacion entre la doble cadena de bases, con un
tiempo de incubacion de 4h a una tempreatura de 4°C en ausencia
de luz. (anexo 3).

g) Para la calibracion del equipo y control de calidad se empleo el kit
DNA QC BECTON DICKINSON (ref:349523).

h) Se homogenizo y se adiciono el control diploide y se realiza la
adquisicion de la misma en el Citometro de flujo FacsCalibur (Anexo
4).

i) Interpretacion de resultados obtenidos se analiz6 con el software
Modfit LT. (Anexo 5).

j) Se ingreso la informacion en la base de datos para elaboracion y

andlisis de los mismos.

Pablo Vinicio Farfan Patino 55



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CAPITULO 1l

3 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1

Glosario de la Tabla de Resultados:

SG y Tipo de aborto: | Semanas gestacién y aborto temprano o tradio
Gy, G4, G,,S, M: | Fases del ciclo celular diploidea y aneuploidea

CV: | Coeficiente de variacion diploidea y aneuploidea

3.2 Validacion de Resultados:

a) Edad:
1: < 18 afos.
2: 19 a 34 afios.
3: = a 35 afos.

b) Semanas de Gestacion:
1: 0 a 11 semanas ABORTO TEMPRANO
2: 12 a 22 semanas ABORTO TARDIO

c) Contenido de ADN:
1 Diploide
2: Aneuploide

d) Indice de DNA aneuploide:
1: DI < 1,5 hiperdiploide
2 DI > 1,5 Triploide
3: DI > 2 tetraploide
4 DI < 1 Hipodiploide
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3.3 Tabla de Resultados
Tabla 1: Obtenida del estudio de 69 productos de abortos.
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PLO4 2 1 1 100 100 (o] o] 5 1 o 52 o o o o, 00
PLOS 3 1 1 100 oz 1 =] =] 1 o 100 o o o 0.00
PLOG 2 1 1 100 o3 o 7 a8 1 (8] o4 o o o 0,00
PLOVF 2 1 1 100 94 1 5 4 1 o 33 o o o 0.00
PLOS 2 2 1 100 o2 1 i 4 1 (8] 80 o o o 0,00
PLO9 2 1 1 100 87 (o] 13 8 1 o 100 (8] (8] (8] 0,00
PLO10O 2 2 1 100 21 o 7o 2 1 (8] 75 o o o 0,00
PLO11 1 1 1 100 =) 12 e 3 1 o 95 o o o 0.00
PLO12 2 1 1 100 80 o 20 i 1 (9] 7o o o o 0,00
PLO13 2 1 2 85 a7 3 o 4 1 15 o7 3 o 4 1.91
PLO14 1 1 1 100 84 o 16 i 1 8] 289 o o o 0.00
PLO15S 2 1 1 100 o5 2 3 (] 1 (8] 79 (8] (8] (8] 0,00
PLO1E 2 2 1 100 52 (o] 48 2 1 o o0 o o o 0.00
PLO17 2 1 1 100 o2 1 7 3 1 (8] &4 o o o 0,00
PLO1B 3 1 2 ] o 100 o 10 1 100 o8 o 2 o 1.52
PLO19 2 1 1 100 100 o 9] 9] (0] (8] o o o o 0,00
PLO20 2 1 1 100 = 27 e9 2 1 ] o (8] (8] (8] 0.00
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PLO23 3 1 2 i 11 8 81 1 1 23 52 o 48 rd 2.15
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PLOZ2S 2 2 1 100 100 (o] o 5 1 o (o] o o o 0.00
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PLO27F 2 2 1 100 97 (o] 3 i 1 o (o] o o o 0.00
PLO28 3 1 1 100 73 o 27 5 1 (8] o o o o 0,00
PLO29 2 1 1 100 23 1 a S 1 ] o (8] (8] (8] 0.00
PLO30O 2 1 1 100 oz o a8 i 1 (8] o o o o 0,00
PLO31 2 1 1 100 23 1 (] S 1 o o o o o 0.00
PLO32 3 1 2 20 87 13 9] <4 1 <4 100 o o 5 1.14
36 9 5 1 9 1,46
PLO323 2 2 1 100 95 1 <4 5 1 o (o] o o o 0.00
PLOZ4 3 1 1 100 o3 o 7 5 1 (8] o o o o 0,00
PLO32S 2 1 1 100 o2 (o] =] 5 1 o (o] o o o 0.00
PLO3E 2 2 1 100 12 5 83 2 1 (8] o o o o 0,00
PLO3T 2 1 2 9 21 9 o 1 1 21 33 (8] [s¥d 10 1.20
PLO38 2 1 1 100 o7 3 9] 4 1 (8] o o o o 0,00
PLO39 2 1 1 100 25 1 =4 8 1 o o o o o 0.00
PLO40 2 1 1 100 48 o 52 <4 1 (9] o o o o 0,00
PLO41 2 1 1 100 52 o 48 12 1 o o o o o o.00
PLO42 2 2 1 100 o7 o 3 5 1 8] o o o o 0.00
PLO43 3 1 2 73 16 8 TG 1 1 27 |80 (8] 20 4 1.84
PLO44 2 1 1 100 o7 (o] 2 5 1 o (o] o o o 0.00
PLO4S 2 2 1 100 Fd=] o 24 4 1 (8] o o o o 0,00
PLO4E 2 1 1 100 293 3 4 5 1 o (o] o o o 0.00
PLO4T 2 1 1 100 100 o 9] (=] 1 (8] o o o o 0,00
PLO4S 2 1 2 84 19 o 81 2 1 16 100 (8] (8] < 2.21
PLO49 2 2 1 100 oz o a8 4 1 (8] o o o o 0,00
PLOS0O 2 1 1 100 23 1 (] S 1 o o o o o 0.00
PLOS 3 1 2 80 o7 o 3 5 1 20 s 10 15 10 1.37
PLOS2 2 2 1 100 100 (o] o] (5] 1 o (o] o o o o, 00
PLOS3 2 1 1 100 25 (o] k=] <4 1 o (o] o o o 0.00
PLOS4 3 1 2 18 50 o 50 2 1 a8z o5 o 5 9 1,29
PLOSS 2 1 1 100 45 (o] 55 i 1 o (o] o o o 0.00
PLOSE 2 1 1 100 88 o 12 3 1 (8] o o o o 0,00
PLOST 3 1 2 13 100 (o] o 1 1 87 k] 1 20 3 1.20
PLOSE 2 1 1 100 91 o 9 4 1 (8] o o o o 0,00
PLOS9 3 1 2 41 17 o 83 2 1 59 o4 o L] 8 1.1
PLOE0O 3 1 2 7O 100 o 9] 2 1 30 89 2 9 < 1.27
PLOE1 2 2 1 100 i o 23 rid 1 o o o o o o.00
PLOE2 2 1 1 100 a8 25 (=¥ 3 1 8] o o o o 0.00
PLOE3 3 1 2 85 o8 2 (o] a8 1 15 79 a8 13 33 0,95
PLOE4 3 1 2 59 100 (o] o (<] 1 41 o0 2 2 [<] 1.15
PLOES 2 1 1 100 7a 1 21 4 1 (8] o o o o 0,00
PLOEE 2 2 1 100 94 1 5 a 1 o (o] o o o 0.00
PLOET 2 1 1 100 o4 o (=] 2 1 (8] o o o o 0,00
PLOGE 3 1 2 85 (=¥ 8 25 3 1 15 G- S 31 S 1.90
PLOE9 3 1 1 100 o4 (o] (5] (5] 1 9] (o] 8] 8] 8] 000

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
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Base datos elaborada por Pablo Farfan

3.4 ESTUDIO ESTADISTICO Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Tabla 2. En base a la tabla 1 se establecio la Frecuencia de Edad por

rangos.
Frecuencia| %
n=69
< a 18 afios 3 4,3
19 a 34 afos 49 71,0
2 a 35 afos 17 24,6
Total 69 100,0

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datos elaborada por Pablo Farfan

El factor edad es determinante en el resultado del embarazo porque del 85%
al 90% de los embarazos en mujeres entre 20 y 30 afios evolucionan en
forma normal. La frecuencia de nacidos vivos disminuye en forma progresiva
después de los 33 a 35 afios, para llegar a un 70% después de los 40 afios
de edad.

De los 69 casos estudiados 3 casos corresponden a una edad menor o igual
a 18 afos, 49 casos se encuentran en una edad comprendida entre los 19 a

los 34 afios y 17 casos corresponden a mayores de 35 afos.

Grafico 1. Representacion de la frecuencia de edad. (Datos Tablal)

Frecuencia

Media =28,74
Desviacion tipica =6,936
N =69

15 20 25 30 35 a0

Edad

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
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Base datos elaborada por Pablo Farfan

Se estudiaron 69 pacientes, con una edad comprendida entre los 15 a 40
afos. La media de la edad es de 28,74 afios, con una desviacion estandar
de 6,936

Tabla 3. Determinacion del contenido de ADN. (Tabla 1)

Frecuencia| %
n=69
Diploide 52 76,8
Aneuploide 17 23,2
Total 69 100,0

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datos elaborada por Pablo Farfan

En la tabla 3 se puede distinguir que 53 casos son Diploides, mientras que

17 casos son aneuploides.

Se calcula que un 20-30% de las gestaciones humanas terminan en aborto
espontaneo y de estos entre un 60% a un 70% de los abortos espontaneos
producidos durante el primer trimestre del embarazo, son consecuencia de
defectos genéticos o deficiencias cromosémicas que interfieren en la
vitalidad fetal “Y. En este estudio se encuentra que el 23% de los abortos de
deben a falla genética.

Grafico 2. Representacion del Contenido de ADN expresado en
porcentaje de acuerdo atabla 3
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ANALISIS DEL CONTENIDO DE ADN
EN PRODUCTOS DE ABORTO.

= DIPLOIDE
= ANEUPLOIDE

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datos elaborada por Pablo Farfan
En el grafico 2 se puede observar, que de los 69 casos que corresponden al
100% de la poblacion analizada, el 77% son Diploides, mientras que el 23%

son aneuploides.

Tabla 4. Frecuencia de aborto en relaciéon alas Semanas de Gestacion.

(Tabla 1)
Frecuencia| %
n=69
0 a 11 semanas 52 75,4
(Aborto Temprano)
12 a 20 semanas 17 24,60
(Aborto Tardio)
TOTAL 69 100

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datos elaborada por Pablo Farfan

La organizacion mundial de la salud define como aborto la expulsion o
extraccion de su madre del embrién o feto con una edad gestacional hasta
de 22 semanas Yy lo clasifica como aborto temprano al que ocurre antes de la

semana 12 y aborto tardio el que se da entre las 12 y 22 semanas.

De los datos analizados en la tabla 4 se establece que 52 casos

corresponden a abortos tempranos y 17 casos son abortos tardios.
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Tabla 5. Frecuencia del Contenido de DNA en la poblacion (tabla 1).

Frecuencia| %
n=69
Hiperdiploide 9| 13,0
Triploide 4 5,8
Tetraploide 2 2,9
Hipodiploide 2 2,9
Diploide 52| 75,4
Total 69 | 100,0

Base datos elaborada por Pablo Fartan
Se define como indice de DNA al cociente entre la moda del pico GO/G1 de
la poblacién problema y la moda GO/G1 del control (%), de ahi, se define
diploide si el ID=1; Aneuploide si ID # 1; Hiperdiploide si ID > 1; Hipodiploide
si ID <1y Polidiploide si ID = 2; 2,5.

De los 69 casos analizados segun el indice de DNA, 9 son hiperdiploides, 2
son hipodiploides, 6 son polidiploides y 52 son diploides. Las aneuploidias
son las mas comunes y resultan de una falta de separacion cromosémica
durante la meiosis. Las poliploidias se producen generalmente por la
fecundacion del 6évulo con un cromosoma haploide normal por dos

espermatozoides también normales (dispermia).

Tabla 6. Contenido de DNA vs Edad

frecuencia % frecuencia % Frecuencia
diploide diploide aneuploide aneuploide n=69 %
<18 afios 3 100% 0 0 3 100%
De19a34 46 93.9% 3 6.10% 49 100%
anos
2 35 aflos 4 23.50% 13 76.50 17 100%
Total 23 76.80 16 23.20 69 100%

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datoselaborada por Pablo Farfan

Las mujeres cuya edad supera los 35 afos presentan una mayor incidencia

de aborto por anomalias genéticas (25%). De 69 casos estudiados, 17 de
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ellos corresponden a pacientes con una edad igual o mayor a 35 afos, de
estos 13 casos son aneuploides. No existe asociacion estadisticamente
significativa entre el contenido de DNA vy la edad de las pacientes, esto
puede deberse al tamafio de la muestra por lo que se aconseja aumentar la

poblacion de estudio.
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Tabla 7. Contenido de DNA vs Semanas de gestacion

frecuencia % frecuencia % total | *p=<0,05
diploide diploide | aneuploide | aneploide
0allsemanas 36 69,2% 16 30,8% 52
(aborto temprano)
12 a 20 semanas 17 100% 0 0 17
(aborto tardio)
TOTAL 53 16 69

*p: calculado con Chi cuadrado de Pearson

Fuente: Laboratorio de Citometria de flujo SOLCA-Cuenca
Base datos elaborada por Pablo Farfan

Entre los abortos que ocurren antes de las 12 semanas de gestacion se
encuentran anomalias cromosOmicas en 50-60% de los casos; En abortos
espontaneos tardios (mayores de 12 semanas de gestacion), la incidencia
relativa de las anormalidades cromosdmicas disminuye a aproximadamente
5%. En el presente estudio 52 casos corresponden a abortos tempranos, de
los cuales 36 son diploides y 16 son aneuploides que representa el 31%.
Mientras que 17 corresponden a abortos tardios, siendo todos diploides.
Existe asociacion estadisticamente significativa entre el contenido de DNA 'y

las semanas de gestacién. (p<0,05)
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

de realizado el presente estudio en 69 productos de aborto

espontaneo por técnicas de Citometria de Flujo, procedentes del Hospital
Vicente Corral Moscoso y del Instituto del Cancer SOLCA CUENCA se llegé

a las siguientes conclusiones:

El rango de edad mayoritario en la poblacion analizada se encuentra

entre 19 a 34 afos con una edad media de 28 afnos.

La poblacion que presenta alteracion en contenido de ADN
“aneuploidia”, corresponde a 16 casos que representa el 23% del

universo total estudiado.

La frecuencia de abortos tempranos (75%) es mayor en comparacion
con los abortos tardios (25%).

En la poblacién aneuploide analizada con ID<1,5 se encontréo 11
casos que podrian estar relacionados con una falta de separacion
cromosdmica durante la meiosis y 6 casos, que corresponde a
triploidias y tetraploidias que pueden estar relacionarse con
dispermia, ademas todos los casos de triploidias y tetraploidias se

presentaron en abortos tempranos.
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Las mujeres en estado de embarazo, con una edad mayor a 35 afos
presentan una mayor posibilidad de aborto espontaneo por
alteraciones en el contenido de ADN, a pesar de no existir una
asociacion estadistica significativa, probablemente por el tamafio de

la muestra.

Los abortos tempranos estan relacionados con anomalias genéticas y
se encontré una asociacién estadisticamente significativa entre el

contenido de ADN y semanas de gestacion.

La ploidia de ADN en productos de aborto es un factor predictivo de

alteraciones en el contenido de ADN.
Recomendaciones.

Se recomienda a las mujeres mayores a 35 aflos 0 mujeres con
abortos espontaneos recurrentes realizarse un estudio de ploidia con
el fin de descartar que la pérdida fetal se deba a problemas

genéticos.

Si la causa del aborto es consecuencia de una falla genética,
es necesario que la pareja se realice un estudio citogenético con el
fin de encontrar el origen del problema o busque consejeria

genética.

Ampliar el universo del presente estudio y correlacionar con un

estudio citogenético.

GLOSARIO.
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ADN: Acido desoxirribonucleico

Apaf: Factor promotor de apoptosis.

APC: Complejo promotor de anafase.

ARN: Acido ribonucleico

cdc: Ciclo de division celular.

Cdk: Cinasa dependiente de ciclina.

CIP: Proteinas inhibidoras de cdk’s.

CV: Coeficiente de variacion.

E2F: Factor de transcripcion.

FAK: Cinasa de adhesion focal.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

FL: Fluorescencia.

GO: Fase de reposo

G1l: Fase de sintesis de proteinas y ARN
G2: Fase de sintesis de proteinas.

GTP: Guanosin Trifosfato

GDP: Guanosin Difosfato

ID:  indice de ADN

INK4: Inhibidores de cinasa 4.

M: Fase de division celular.

MAPK: Cinasas activadas por mitdgenos.
Mdm2: Proteina que funciona como marcador para P53.
MPF: Factor promotor de mitosis.

ORC: Complejo de reconocimiento del origen.
PFR: Pérdida fetal recurrente.

PMT: Fotomultiplicadores.

Rb: Proteina del retinoblastoma.

S: Fase de sintesis del material genético.
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ANEXQOS.
Anexo 1.
VARIABLES E INDICADORES
Variable Concepto Dimension Indicador Escala
Dependiente
Ploidia Contenido de ADN que | Diploide Indice de DNA=1 (46 | SioNo
posee una célula cromosomas)
Aneuploide Indice de DNA # 1 (# Sio No
46 cromosomas
Variable Concepto Dimension Indicador Escala
Independiente
Edad Tiempo en que la | Tiempo en afios # en afios

persona ha vivido

desde que nacié hasta

el estudio
Semanas de | Tiempo transcurrido | Tiempo en | # en
gestacion desde que se ha | semanas semanas
producido la
concepcion
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Anexo 2.

Formacioén de una suspension celular.

Anexo 3.

Marcaje con loduro de propidio.
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Adquisicion y Analisis.
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Anexo 5.

Anélisis en software Modfit LT.

2

Mumber
a1||:-:|

b A

N A

14

Date analyzed: 2-March-2011
Model: IDAOn_DSD aborto 12
Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 100.00 %

Dip G1: 79.82 % at 75.02
Dip G2: 5.54 % at 150.04
Dip S: 14.64 % G2/G1:2.00
%CV:2.97

Total S-Phase: 14.64 %
Total B.A.D.: 12.29 %

Debris: 9.09 %

Aggregates: 7.92 %

Modeled events: 32775

All cycle events: 23921

Cycle events per channel: 315
RCS: 0.380

#| | mlw

Debris
Agoregates
Dip G1

Dip G2

Dip S
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Date analyzed: 3- April-2011

Model: 2DA0On_DSD ASD Aborto15
Analysis type: Automatic analysis
Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 49.78 %

Dip G1: 80.08 % at 75.02
Dip G2: 5.53 % at 150.05
Dip S: 1439 % G2/G1: 2.00
%CV: 3.00

Aneuploid 1: 50.22 %

Anl G1: 69.92 % at 99.87
Anl G2: 5.22 % at 199.74
Anl S:24.86 % G2/G1:2.00
%CV:4.97 DI: 1.33

Total Aneuploid S-Phase: 24.86 %
Total S-Phase: 19.65 %
Total B.A.D.: 11.38 %

Debris: 7,15 %

Aggregates: 4.14 %

Modeled events: 31236

All cycle events: 23967
Cycle events per channel: 191
RCS: 0.908
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Date analyzed: 6-February-2011
Model: 2DA0On_DSn_TSD Aborto8

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 51.52 %

Dip G1: 76.49 % at 50.02
Dip G2: 8.00 % at 100.03
Dip S: 15.51 % G2/G1:2.00
%CV:2.94

Tetraploid: 48.48 %

Anl GI: 68.10 % at 100.03
Anl G2: 5.32 % at 200.07
Anl S:26.58 % G2/G1:2.00
%CV:4.79 DI: 2.00

Total Aneuploid S-Phase: 26.58 %
Total S-Phase: 20.88 %
Total B.A.D.: 12.86 %

Debris: 18.83 %

Aggregates: 3.83 %

Modeled events: 31252

All cycle events: 24172
Cycle events per channel: 160
RCS: 0.804
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Debris
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Qavds (A2AF2-Area)

Date analyzed: 16-March-2011
Model: IDAOn_DSD Aborto45
Analysis type: Automatic analysis
Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 100.00 %

Dip G1: 55.13 % at 51.87
Dip G2: 0.63 % at 103.74
Dip S: 44.25 % G2/G1:2.00
%CV:7.14

Total S-Phase: 44.25 %
Total B.A.D.: 0.86 %

Debris: 0.00 %

Aggregates: 3.56 %

Modeled events: 8433

All cycle events: 8133

Cycle events per channel: 154
RCS: 1.188

EIEm0O0

Debris
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