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ABSTRACT
Chromosomic alterations in peripherical blood lymphocytes

Background: The chromosomic alterations prevalence is about 1% at birth; therefore, cytogenetics is an
important tool for the Neonatology and Pediatrics Units at all health centers. Objective: Evaluate
cytogenetics studies performed at the Pathology Unit in the Hospital of Antofagasta between 1997 and
2006. Method: Evaluation of 534 chromosome analysis results in peripherial blood lymphocytes obtained
from patients belonging to the Neonatology and Pediatrics Units from Hospital Regional of Antofagasta.
The sample included newborn, infants, pre-scholars and scholars with Down Syndrome, congenital
malformations, dysmorphic syndromes and other genetic alterations. An optical microscope and international
nomenclature (ISCN) were used; chromosome analysis included 35 or more mitosis per case. Results:
22,50% (n = 120) of exams showed chromosome alterations: 76,67% of these cases were numerical
alterations and 23,33% corresponded to structural alterations. Conclusions: In the studied population, the
cytogenetics study is an important tool together with clinical aspects, especially regarding genetic counsil.
(Key words: chromosome alterations, genetics, mitosis, cytogenetics).
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RESUMEN

La prevalencia estimativa de las alteraciones cromosomicas en el nacimiento es de alrededor de 1%, por
esta razon es que la citogenética se ha transformado en una herramienta importante para el equipo de
Neonatologia y Pediatria de cualquier servicio hospitalario. Objetivo: Evaluar los estudios citogénicos
realizados en el servicio de Anatomia Patologica de Hospital de Antofagasta entre los afios 1997 y 2006.
Paciente y Métodos: Se evaluaron 534 analisis cromosomicos en linfocitos de sangre periférica obtenidos
en el Hospital de Antofagasta, de los Servicios de Pediatria y Neonatologia. La muestra incluy6 a recién
nacidos lactantes, preescolares y escolares con sindrome de Down, malformaciones congénitas, sindrome
dismorfico, ambigiiedad genital, genopatias en estudio y otras. Se usé un microscopio o6ptico y el analisis
cromosomico incluyé un minimo de 35 mitosis por caso, se utilizé la nomenclatura internacional ISCN.

Trabajo recibido el 27 de noviembre de 2006, devuelto para corregir el 25 de enero de 2007, segunda versién el 1 de junio
de 2007, aceptado para publicacién el 25 de junio de 2007.
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Resultados: Un 22,50% (n = 120) de los examenes mostraron alteraciones cromosoémicas, de estos casos un
76,67% fueron alteraciones numéricas y 23,33% correspondieron a alteraciones estructurales. Conclusién:
El estudio citogénico ha resultado de gran importancia como complemento de la clinica, y especialmente en
relacion al consejo genético, en la poblacion estudiada.

(Palabras clave: alteraciones cromosOmicas, genética, mitosis, citogenética).
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Introduccion

En la medida en que la desnutricion infantil y
las enfermedades infecciosas se han podido
controlar, las enfermedades genéticas han ad-
quirido mayor relevancia. Desde principios de
los afios 80 adquieren importancia, como cau-
santes de mortalidad infantil, las afecciones
asociadas a bajo peso al nacer y las alteracio-
nes cromosomicas como causa de malforma-
ciones congénitas'.

La prevalencia estimativa de alteraciones
cromosdmicas en el nacimiento es de alrededor
de 1% y los pacientes con estas anomalias
presentan multiples dismorfias y malformacio-
nes, que en algunos casos son sugerentes de un
sindrome conocido y en otros, debido a la varia-
bilidad del fenotipo y la severidad de sus mal-
formaciones, pueden corresponder a alteracio-
nes tan diversas como las posibilidades de
reordenamientos cromosomicos?. Esto hace que
el estudio de estas patologias sea un reto para
el equipo dedicado a la Neonatologia y la Pe-
diatria.

Algunos de los principales fundamentos para
pedir estudio cromosémico en linfocitos de san-
gre periférica es comprobar la presencia de
aberraciones citogenéticas en pacientes con
manifestaciones clinicas de sindromes cromo-
somicos clasicos (trisomias 13, 18 y 21, por
ejemplo), para encontrar la posible causa de
malformaciones congénitas multiples, ambigiie-
dad genital, talla baja, retraso del desarrollo
psicomotor y retraso mental, entre otros’.

En el ano 1997, frente a la creciente necesi-
dad de hacer estudio del cariotipo en pacientes
que lo requerian, se implementd en la cuidad de
Antofagasta el estudio cromosémico en linfo-
citos de sangre periférica, como una prestacion
mas de la Unidad de Anatomia Patoldgica del
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Hospital Clinico Regional de Antofagasta. El
objetivo del presente trabajo es mostrar los
resultados obtenidos en los estudios cromoso-
micos realizados desde agosto de 1997 hasta
junio de 2006.

Pacientes y Método

En nuestro Hospital el estudio citogenético
en linfocitos de sangre periférica es solicitado
principalmente por los servicios de Neonatologia
y Pediatria, por lo que los sujetos de este estu-
dio corresponden principalmente a recién naci-
dos, lactantes, preescolares y escolares con
diagnosticos de sindrome de Down, multiples
malformaciones congénitas, sindrome dismor-
fico, ambigiiedad genital, genopatia en estudio,
retraso del desarrollo psicomotor, retraso men-
tal, trastorno de aprendizaje, talla baja e hipo-
gonadismo. En menor medida los casos corres-
ponden a pacientes derivados por el servicio de
Ginecologia, escolares y adolescentes con diag-
nosticos de sindrome de Turner, talla baja en
estudio, falla puberal y amenorrea primaria.
Aquellos pacientes con sospecha de sindromes
cromosomicos que requerian citogenética
molecular (Ej: sindrome de X fragil, sindrome
de Prader Willi), fueron derivados a centros
que poseen dichas técnicas. También se les
realizé estudio cromosomico a los padres de
pacientes con alteraciones estructurales que
aceptaron hacerse este examen.

La metodologia para la obtencion del cario-
tipo del paciente se realiza a partir del cultivo de
linfocitos usando 1-5 ml de sangre periférica
heparinizada (tomada en frasco "vacutainer"
tapa verde con heparina sodica). En ambiente
estéril, se siembran aproximadamente 0,5 ml de
sangre en medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco
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BRL) suplementado con 20% de suero bovino
fetal (Gibco BRL) y 0,05 ml de fitohemaglutinina
(Gibco BRL) y luego se incuba por 72 horas a
37°C. Una vez que el cultivo ha alcanzado el
crecimiento adecuado, se detiene el ciclo celu-
lar en metafase al impedir la formacion del
huso mitético con la adicién de colchicina
(Karyomax Colcemid, Gibco BRL). Posterior-
mente, las células son sometidas a un shock
hipoténico con KCI (0,075 M) y fijadas en
metanol-acido acético (3:1). El pellet celular
resultante de este proceso es goteado sobre
cinco portaobjetos limpios por caso. Para el
analisis microscopico las muestras son tefiidas
con método de bandeo G de rutina.

Se utiliza microscopio optico para el conteo
y el analisis cromosomico de un minimo de 35
mitosis por caso (50 a 100 mitosis en aquellos
con sospecha de mosaico cromosémico). Se
fotografian las cuatro mejores metafases anali-
zadas para posteriormente ampliarlas con el fin
de recortar los cromosomas y armar el cariotipo
de cada una de ellas, empleando la nomenclatu-
ra del sistema internacional ISCN*.

Resultados

Entre agosto de 1997 y junio de 2006 se
hicieron 534 analisis cromosémicos en linfocitos
de sangre periférica. De ellos, 120 casos
(22,5%) fueron alterados, observandose un
76,67% (n=92) de alteraciones numéricas y un
23,33% (n = 28) de alteraciones estructurales.

El 57,5% (n = 69) de las alteraciones co-
rresponden a trisomia 21, de las cuales hay
sesenta y dos casos con trisomia 21 libre total,
un caso de trisomia 21 libre en mosaico, dos
casos de trisomia 21q por isocromosoma 21qy

tres casos (una madre y sus dos hijos) de
trisomia 21q por translocacion (14;21). En es-
tos ultimos la madre presenta la alteracion
desbalanceada en mosaico, cuya linea celular
alterada esta en 12% de las mitosis analizadas.
Ademas, existe un caso de doble trisomia en
mosaico, que presenta dos lineas celulares, una
linea con 48 cromosomas con una trisomia 21
acompafiada de una trisomia X, y la otra linea
unicamente con la trisomia X.

Las otras alteraciones relacionadas con
trisomias autosomicas observadas son: siete
casos de trisomia 18 (5,83%), cuatro de ellos
con trisomia 18 libre total, dos casos de trisomia
18 libre en mosaico y un caso de trisomia 18qy
monosomia 18p por isocromosoma 18q también
en mosaico; seis casos de trisomia 13 (5%),
cinco de ellos con trisomia 13 libre total y un
caso de trisomia 13q por isocromosoma 13q;
dos casos de trisomia 8 libre en mosaico y un
caso de trisomia 1 libre en mosaico. También
se observaron tres pacientes con cromosomas
marcadores adicionales (2,5%).

El 12,5% de las alteraciones afectan a los
cromosomas sexuales. De ellos, once casos
presentan diferentes formas de monosomia X
(sindrome de Turner). Hay tres casos relacio-
nados con sindrome de Klinefelter (dos con
cariotipo 47,XXY y uno con cariotipo 49,
XXXXY) y un caso con cariotipo 47,XYY.

También, se observo un miscelaneo de otras
alteraciones estructurales que alcanzan al
14,17% (n = 17) de los casos alterados. De
estos, trece corresponden a alteraciones desba-
lanceadas y cuatro son translocaciones balan-
ceadas. En la figura 1 se muestran algunos
ejemplos de estas alteraciones.

El detalle de todos los casos se muestran en
la tabla 1.
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Figura 1. Ejemplos de algunas alteraciones estructura-
‘ N ‘ les detectadas en los casos estudiados.
1 a) der (6)t(6;22)(q27;q11.1)
b) dup (20)(q12q13.1)
c) del (13)(q12ql4)
a b c d d) der (2)1(1;2)(432;937).
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Tabla 1. Alteraciones cromosomicas en linfocitos de sangre periférica en Hospital Regional de
Antofagasta (agosto de 1997 - junio de 2006)

Alteraciones n % Descripcion

Trisomia 21 69 57.5 62 casos trisomia libre total
01 caso trisomia libre en mosaico
03 casos por t(14;21)

46,XX,der(14;21)(q10;910), +21mat *

46,XY,der(14;21)(910;q10),+21mat *

46,XX,der(14;21)(q10;910),+21[12]/46,XX[88] *
02 casos por i(21)(q10) cpn

01 caso 48,XXX,+21[23]/47, XXX[12]

Trisomia 18 07 5,83 04 casos trisomia libre total
02 casos trisomia libre en mosaico
01 caso por i(18)(q10) en mosaico

Trisomia 13 06 5 05 casos trisomia libre total
01 caso pori(13)(q10) cpn
Otras trisomias 03 2,5 02 casos trisomia 8 en mosaico

01 caso trisomia 1 en mosaico

Cromosomas marcadores 03 2,5 01 caso en 100% de mitosis
02 casos en mosaico

Cromosomas sexuales 15 12,5 05 casos 45,X
01 caso 45,X[211/46,X,r(X)(p22q12)[14]
01 caso 45,X[14)/46,X,r(X)(p11g21)[11]
01 caso 45,X[38]/47 XXX[22]
01 caso 45,X[24]/46,XY[26]
01 caso 46,X,del(X)(q12)
01 caso 46,X,i(X)(q10)
02 casos 47 ,XXY
01 caso 47,XYY
01 caso 49,XXXXY

Miscelaneo de otras 17 14,17 46,XX,t(1;2)(932;937) *x

alteraciones estructurales 46,XX,t(1;2)(932;937)mat *x
46,XX,der(2)t(1;2)(q32;937)mat o
46,XX,1(2;6)(q33;927) i
46,XX,der(6)t(2;6)(q33;927)mat FrE
45,XX,der(6)t(6;22)(q27;q11),-22 sep
46,XY,dup(8)(p12p22) sep
47,XY,+idic(9)(q13)[52)/46,XY[8] sep
46,XX,der(9)inv(9)(q12g21)dup(9)(q21) cpn
46,XX,add(10)(q26) cpn
46,XX,del(13)(q12q14) sep
46,XX,del(13)(q21931) sep
46,XX,1(18;21)(q12;q911) e
46,XX,der(18)t(18;21)(q12;q11)mat e
47 XY, +i(18)(p10) sep
46,XX,dup(20)(q12;913.1) sep
47 XX, +der(Mt(?;Y)(?;911.2) cpn

120 100

* k% *kk*k

*madre y dos hijos, ** madre y dos hijos, madre e hijo, madre e hijo

sep: sin estudio de padres cpn: cariotipo de padres normal
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Discusion

Es de mucha importancia conocer la expe-
riencia de los diferentes laboratorios que reali-
zan diagnostico citogenético, mas aun si se
trata de hospitales como el nuestro que se
encuentran tan alejados del resto del pais. Sin
embargo, se hace dificil comparar los resulta-
dos obtenidos en cada uno de ellos, ya que
presentan realidades distintas en relacion al tipo
de pacientes que son examinados y a los crite-
rios de derivacion empleados por los profesio-
nales que solicitan el examen. La comparacion
de frecuencias encontradas en la literatura mé-
dica de aberraciones cromosomicas es muy
dificil, principalmente porque las poblaciones
descritas no son en general comparables. Ade-
mas, en Chile no se tiene un registro de los
casos con sospecha clinica que derivan al estu-
dio cromosomico ni de las alteraciones
cromosomicas encontradas®. Es asi que depen-
diendo de la poblacion estudiada se observan
resultados muy variables en el porcentaje de
casos alterados. Por ejemplo, el laboratorio de
Citogencética de la Clinica las Condes el afio
1999, presentdo un 16,7% de alteraciones
cromosomicas en un grupo de pacientes com-
puestos principalmente por adultos referidos
por pérdida reproductiva, disgenesia gonadal y
menopausia precoz, e infantes referidos por
sindrome de Down y otros diagndsticos®. En el
otro extremo, se encuentran estudios como el
presentado por el Servicio de Genética del Hos-
pital Clinico de la Universidad de Chile el afio
2000, en el que se observd un 53% de casos
alterados en una poblacion muy seleccionada
de recién nacidos vivos®.

En nuestro trabajo, la poblacion estudiada
corresponde en su gran mayoria a recién naci-
dos, lactantes, preescolares y escolares, ade-
mas de un grupo de padres de pacientes con
alteraciones cromosoOmicas estructurales. Se
encontraron 120 casos alterados (22,5%) de un
total de 534 examenes realizados. De las alte-
raciones encontradas, el 76,67% son numéricas
y el 23,33% son estructurales.

Se observaron 69 casos con trisomia 21, que
son la mayoria de las alteraciones detectadas
(57,5%), esto y la proporcion entre trisomia 21
libre total y en mosaico y trisomia 21 por
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translocacion, es comparable a otros estudios
realizados en poblacion general’. Aunque la
trisomia 21 sea facilmente reconocible por el
médico tratante, es muy importante hacer estu-
dio cromosémico a todos los pacientes que
presentan el fenotipo sospechoso de este sin-
drome, principalmente porque esto permite con-
firmar la presencia de la alteracion cromosomica
y detecta aquellos casos potencialmente here-
dables, situacion en la que se hace necesario
estudiar a los progenitores®. En nuestro estudio,
de todos los pacientes referidos con diagnostico
clinico de sindrome de Down, dos casos tenian
un cariotipo normal y tres casos tenian otra
alteracion cromosoémica distinta de la trisomia
21.

Aunque por poco margen, la trisomia 18
(n=7) es superior en aparicion a la trisomia 13
(n=6), esto también es comparable a los estu-
dios realizados en poblacion general®®. Tam-
bién se observaron dos casos de trisomia § libre
en mosaico, un caso de trisomia 1 libre en
mosaico y tres pacientes con cromosomas mar-
cadores adicionales.

El 12,5% (n=15) de las alteraciones afectan
a los cromosomas sexuales. La mayoria
(n=11) son diferentes formas de monosomia X
en las que cerca del 50% presentan el cariotipo
caracteristico 45, X y el resto comprende va-
riantes estructurales y en mosaico. Estos datos
también son comparables con otros estudios!'*!!.

El 14,17% (n=17) de los casos alterados
corresponden a un miscelaneo de alteraciones
estructurales que involucran a distintos cromo-
somas, sin observarse una tendencia marcada
de aberraciones en ninguno de ellos.

En algiin momento esperamos contar con el
apoyo de alguna técnica citogenética molecular,
como por ejemplo, las sondas subteloméricas
para el diagndstico de alteraciones cromoso-
micas causantes de retraso mental. En las alte-
raciones que involucran a los telomeros la difi-
cultad diagnostica radica en que el tamafio y
patron de bandas de estas regiones cromo-
sdmicas son muy similares, lo que hace dificil la
visualizacion de translocaciones u otras altera-
ciones demasiado pequenas. En sélo el 50% de
los pacientes con retraso mental se conoce la
causa etiologica y la citogenética convencional
detecta alteraciones cromosomicas en alrede-
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dor del 5% de los pacientes con retraso mental
de causa desconocida'>. Actualmente, gracias
a la citogenética molecular, se ha demostrado
que las alteraciones subteloméricas son causa
de alrededor del 10% de los retrasos mentales
de etiologia indeterminada'?. De los 534 exame-
nes incluidos en este trabajo, el 8,61% (n=46)
de los pacientes fueron referidos con diagnosti-
co de retraso mental de causa desconocida,
cinco de estos casos presentaron algun tipo de
alteracion estructural y el resto tenia un cariotipo
sin alteraciones evidentes.

Desde el momento en que se implemento el
analisis citogenético en linfocitos de sangre
periférica en nuestro hospital, se ha hecho evi-
dente la gran utilidad de contar con este exa-
men como apoyo a la clinica y principalmente
como un aporte importante en el consejo
genético, siendo el estudio citogenético funda-
mental al momento de aclarar el origen del
fenotipo alterado del paciente, ayudando a eva-
luar el impacto que tendra en la futura descen-
dencial®.
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