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Determinación de aneuploidías por PCR fl uorescente

Resumen
La PCR fl uorescente permite enumerar a los 

cromosomas mediante la utilización de microsa-
télites (STRs) marcados específi cos de los cromo-
somas de interés, pudiéndose extender a todo el 
complemento.

Se han utilizado STRs correspondientes a los 
cromosomas 13, 18, 21, 22, X e Y, los cuales eran 
de interés de estudio en muestras de vellosidades 
coriónicas (n=7), líquido amniótico (n=27), pro-
ductos de abortos espontáneos (n=23) y mortina-
tos (n=8).

Los resultados de las mencionadas aneuploidías 
fueron comparados con los obtenidos por citoge-
nética convencional. La gran concordancia hallada 
entre el estudio por PCR y el citogenético para 
esos cromosomas legitiman su utilización para la 
determinación prenatal de aneuploidías, funda-
mentalmente en aquellas parejas que tienen riesgo 
aumentado para tales trastornos.

Screening of Chromosome Aneuploidies 
by Fluorescent PCR
Summary

Fluorescent PCR allows to enumerate speci-
fi c chromosomes inclusive all chromosomes of 
the complement, using fl uorescent microsatellites 
(STRs). In the present study we used the STRs 
corresponding to chromosomes 13, 18, 21, 22, X 
and Y, which were applied in seven samples of cho-
rionic villi, 27 amniotic fl uid, 23 products of spon-
taneous abortions and 8 fetal blood of stillbirths.

Th e high correlation found between PCR 
screening and the cytogenetic technique for the 

above mentioned chromosomes legitimizes its use 
for prenatal screening of aneuploidies by pcr, fun-
damentally in couples at high risk for such chro-
mosome aneuploidies.

Th e results of the mentioned screening of chro-
mosome aneuploidies were compared with the 
obtained by conventional cytogenetic studies. Th e 
well correlation between the screening by PCR and 
the cytogenetic technique for those chromosomes, 
legitimize us to use the prenatal screening of aneu-
ploidy by PCR, fundamentally, in couples with 
risk of such chromosome aneuploidies.

Introducción
Aproximadamente el 1% de los recién 

nacidos tiene una anomalía cromosómica. 
La anomalía puede involucrar a los cromo-
somas autosómicos o a los sexuales. Puede 
ser de número o de estructura (tabla 1).

A la ausencia de un determinado cromo-
soma, monosomía, o a la presencia extra de 
un determinado cromosoma, trisomía, se la 
denomina aneuploidía. En cambio, a la pre-
sencia extra de todo un complemento cro-
mosómico se la denomina poliploidía. La 
aneuploidía numérica es la anomalía cromo-
sómica más frecuente en humanos. La misma 
es homogénea cuando se presenta en línea 
pura y no homogénea cuando se presenta en 
mosaico. Las aneuploidías homogéneas son 
debidas a errores meióticos, mientras que las 
no homogéneas son post-cigóticas. La aneu-
ploidía ocurre en no menos del 5% de todos 
los embarazos reconocidos clínicamente. 
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ploidía las anomalías más frecuentes (tablas 
3, 4 y 5).

Tabla 3. Revisión de 5.318 abortos estudiados citogené-
ticamente. Simpson & Bombard, 1987.

Con anomalías cromosómicas  51%
Numéricas  96%
Estructurales  3%
Otras  1%

Tabla 4. Revisión de 4.696 abortos estudiados citogené-
ticamente. Goddjin & Leschot, 2000.

Con anomalías cromosómicas  49% 
Numéricas  86%
Estructurales  6%
Otras  8%

Tabla 5. Principales hallazgos de anomalías cromosó-
micas en abortos. Kajii et al, 1985; Carp et al, 2001.

Anomalías numéricas
Trisomías:  52%, más frecuentes: 16, 13, 18, 21 y 22
Monosomía X:  13%
Monosomía autosómica: rarísima
Poliploidía:  21%, 
Anomalías Estructurales
Desequilibradas:  6%
La mitad son “de novo” y la mitad transmitidas
Mosaicos 
Dos o más líneas celulares:  8% 

Tabla 6. Anomalías cromosómicas en abortos asociadas 
con edad materna. Schulman et al, 1985.

Edad Abortos Anomalías
20-24 16 59
25-29 19 58
30-34 26 65
35-39 37 74

Tabla 1. Frecuencia de anomalías cromosómicas en 
RNV. Hook & Hamerton: total 56.592 RNVs (37.779 
varones y 19.173 mujeres)

Anomalías C. Sexuales Nº %
47,XYY 35 0.093
47,XXY 35 0.093
Otras 28 0.074
45,X 2 0.010
47,XXX 20 0.104
Otras 7 0.037
Trisomías Autosómicas
+13 3 0.005
+18 7 0.012
+21 71 0.125
Otras 1 0.002
Anomalías Estructurales
Balanceadas
T. Robertsonianas 51 0.090
T. Recíprocas e inserciones 51 0.090
Inversiones 8 0.014
Anomalías Estructurales
Desbalanceadas
Derivados de T. Robertsonianas 4 0.007
Derivados de T. Recíprocas
inserciones 7 0.012
Recombinados de inversiones 1 0.002
Deleciones 5 0.009
Marcadores supernumerarios 10 0.018
Otras 7 0.012
Total 353 0.620

El 99% de las anomalías cromosómicas 
son letales y el 1% que sobrevive es el res-
ponsable de las cromosomopatías de los re-
cién nacidos (tabla 2).

Tabla II: Frecuencia de anomalías cromosómicas de 
acuerdo a las etapas

Pre embrionaria Embrionaria Fetal Parto N. Vivos
> 50 50 15 5 0.6

Aproximadamente el 50% de los abortos 
espontáneos son aneuploides, siendo la mo-
nosomía del X, la trisomía del 16 y la tri-
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La mayoría de las trisomías autosómi-
cas son de origen materno, mientras que la 
mayoría de las aneuploidías sexuales son de 
origen paterno.

 La división meiótica es el proceso que 
permite la reducción del número de cromo-
somas y la fecundación (esquema 1), el que 
permite la restauración del número diploide 
de la especie. 

Esquema 1. Los espermatozoides, a diferencia de los 
óvulos, se caracterizan por tener cromosomas monocro-
mátidos debido a que las dos divisiones meióticas son 
sucesivas. En cambio, los óvulos fi nalizan la segunda 
división de la meiosis cuando son fecundados por el es-
permatozoide.

Un requisito indispensable para el nor-
mal desarrollo de la meiosis (esquema 2) es 
el exacto apareamiento de los cromosomas 
homólogos, el subsiguiente intercambio en-
tre ellos y la posterior separación de ambos.

La efi ciencia de la división, si bien la 
esencia es la misma, difi ere en ambos sexos. 
De hecho es bien conocido que es mayor la 
tasa de aneuploidía de origen materna que 
la paterna.

Fallas en la sinapsis de los homólogos, el 
intercambio y la desinapsis prematura han 
sido involucradas como causa de trisomías.

El incremento de la edad materna es el 
factor etiológico más importante asociado 

con aneuploidías (tabla 7), como así tam-
bién la mala calidad espermática en los va-
rones independiente de la edad.

Tabla 7. Riesgo para S. de Down y otras aneuploidías 
de acuerdo a la edad.

Edad materna S. de Down Todas
20 1/1667 1/526
25 1/1250 1/476
30 1/952 1/385
35 1/378 1/192
40 1/106 1/66
45 1/30 1/21

Esquema 2. El proceso gametogénico se caracteriza por 
dos divisiones celulares. La primera de ellas se llama 
reduccional y se caracteriza por una larga profase don-
de los cromosomas duplicados se aparean exactamente e 
intercambian sus segmentos (esencia de la meiosis). El 
resultado de la primera división son dos células con la 
mitad del número de cromosomas, debido a que cada 
cromosoma duplicado e intercambiado migra hacia 
cada uno de los polos. Como los cromosomas están du-
plicados atraviesa una segunda división, dividiéndose 
cada cromosoma por su centrómero. De esta manera, el 
resultado de la división meiótica son cuatro células con 
un número haploide de cromosomas parentales inter-
cambiados o recombinados por el intercambio genético 
en profase I (crossing over). De esta manera los hijos 
que devienen de ellas representan grados variables de 
parentesco de los abuelos.
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Reducción en la recombinación meiótica 
ha sido observada en las trisomías 15, 16, 
18, 21 y sexuales en la meiosis I de origen 
materno, sobre todo en mujeres jóvenes por 
debajo de los 30 años de edad.

Aumento en la recombinación meiótica 
ha sido observado en la trisomía 21 inheren-
te a la edad materna avanzada.

La distancia de los puntos de recombina-
ción con respecto al centrómero, más cerca 
o más lejos del mismo ha sido observada en 
algunas trisomías, tales como 16 y 21.

El efecto de la edad no está totalmente 
aclarado: para algunas trisomías, parece ser 
debido a fallas en la sinapsis y recombina-
ción de los homólogos, mientras que para 
otras, la desinapsis sería el principal motivo 
(Lamb et al, 2005; Vialard et al, 2006).

El estudio citogenético en ovocitos huma-
nos con la técnica de Tarkowski (Tarkowski, 
1966) y el análisis en cuerpo polar por FISH 
han permitido establecer que la separación 
prematura de cromátidas es la principal cau-
sa de no disyunción (esquema 3 y 4).

Como la segunda división de la meiosis 
femenina se completa luego de la fecunda-
ción, errores en esta segunda división tam-

Esquema 3. Representación de la separación prematu-
ra de cromátides: uno de los cromosomas del par separa 
prematuramente sus cromátides y una sola migra hacia 
el primer cuerpo polar, resultando un ovocito, en prin-
cipio disómico.

Esquema 4. Representación de la no disyunción clási-
ca: si uno de los cromosomas no migra al primer cuerpo 
polar resulta un ovocito disómico. Si ambos cromoso-
mas migran al primer cuerpo polar resulta un ovocito 
nulisómico.

bién son responsables de aneuploidías ovo-
citarias (esquemas 5, 6 y 7).

Sobre más de 8.000 ovocitos estudiados 
por análisis de los cuerpos polares I y II, con 
sondas de los cromosomas 13, 15, 16, 21 
y 22, se ha demostrado que el 50% de los 
ovocitos provenientes de mujeres de ≥ 35 
años tenían aneuploidías cromosómicas, co-
rrespondiendo el 42% a errores en meiosis I, 
37% a errores en meiosis II y 29% a errores 
en ambas meiosis. Un hecho sorprenden-
te al estudiar a los embriones derivados de 
los ovocitos biopsiados mediante el análisis 
de una o varias blastómeras fue el hallazgo 
de que 1 de cada 3 errores secuenciales que 
condujeron al rescate de la seudo-euploidía, 
originando embriones anormalmente caóti-
cos (Kuliev & Verlinsky, 2004).

En cambio, la tasa de aneuploidía esper-
mática no es inherente a la edad sino más 
bien a la calidad espermática, y cuanto más 
severa, mayor la tasa (Levron et al, 2001; 
Coco et al, 2000; Coco et al, 2002; Mehdí 
et al, 2006). Así como se ha mencionado el 
indudable valor de la edad materna en la ge-
neración de aneuploidías, es verdad que la 
mayoría de los nacidos con trisomías nacen 
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El screening ecográfi co y bioquímico no in-
vasivo del primer y segundo trimestre del 
embarazo es de gran utilidad para tamizar a 
las mujeres por debajo de 35 años con más 
posibilidades de embarazos aneuploides. 

Si la normativa en la pareja joven aparen-
temente sin riesgo es implementar primero 
el screening no invasivo, cuando éste señalara 
cierto riesgo, la mujer ya tendría 16 semanas 
de gestación. A esta altura del embarazo la 
amniocentesis sería el método indicado. El 
cultivo de los amniocitos para estudio ci-
togenético implicaría una semana y media 
para tener los resultados confi rmatorios. La 
ansiedad originada en la pareja ha obligado 
a desarrollar métodos con resultados prác-
ticamente en el mismo día de la amniocen-
tesis. De esta manera, se ha intentado tener 
resultados de las aneuploidías más comunes 
mediante el análisis directo de los amnioci-
tos por FISH, pero los amniocitos no son 
fáciles de hibridar ya que la mayoría tienen 
núcleo picnótico y además es una técnica 
muy costosa, por lo menos en nuestro país 
(Hulten et al, 2003). Otra de las opciones 
es el estudio por PCR fl uorescente, utilizan-

Esquema 7. Errores en la meiosis II a partir de una 
meiosis I anormal por una no disyunción. Nótese que una 
separación normal da lugar a una disomía y que una no 
disyunción da lugar a un ovocito nulisómico. Además, 
una separación 3:1 podría rescatar la eu-haploidía .

Esquema 6. Errores en la meiosis II a partir de una 
meiosis I anormal por una separación precoz de cromá-
tides. De acuerdo al tipo de segregación puede dar lugar 
a un aparente ovocito normal (rescate de la euploidía) o 
bien dar lugar a ovocitos disómicos o isodisómicos.

Esquema 5. Errores en la meiosis II a partir de una 
meiosis I normal. Una no disyunción, y de acuerdo a la 
migración y/o retención de ambas cromátides, da lugar 
a ovocitos disómicos o nulisómicos, respectivamente.

de progenitores jóvenes, fundamentalmen-
te porque son los más fértiles. Es por ello 
que últimamente se está enfocando más la 
atención en las embarazadas jóvenes con la 
implementación de los métodos de cribado 
cromosómico y la realización de los estudios 
prenatales en los grupos de mayor riesgo. 
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do STRs de los cromosomas que se desean 
analizar, aunque existiría la posibilidad po-
tencial de estudiarlos a todos ellos con una 
PCR múltiple (Pertl et al, 1994; Adinolfi  et 
al, 1997; Cirigliano et al, 2000; Cirigliano 
et al, 2004).

Objetivo
Montar la metodología de estudio que 

permitiera efectuar el screening de las aneu-
ploidías más frecuentes en el humano, con 
el propósito de implementarlo sobre todo en 
mujeres jóvenes embarazadas con riesgo au-
mentado de aneuploidías luego de los scree-
nings ecográfi cos y bioquímicos del primer y 
segundo trimestre del embarazo destinados a 
detectar fundamentalmente las aneuploidías 
de los cromosomas 21, 13 y 18. Además de 
enumerar a esos cromosomas prenatalmen-
te, su aplicación en el estudio de los abortos 
espontáneos y mortinatos.

Pacientes y métodos
Se estudiaron muestras provenientes de 

27 amniocentesis, 7 vellosidades coriónicas, 
23 productos de abortos y 8 sangres fetales 
provenientes de pacientes que consultaron 
para diagnóstico genético.

Las muestras fueron procesadas a) para 
estudios citogenéticos clásicos con los mé-
todos convencionales de cultivo celulares y 
preparación de las placas metafásicas; y b) 
para estudio de las aneuploidías de los cro-
mosomas 13, 18, 21, 22, X e Y con técnicas 
de biología molecular PCR-QF. Para mejor 
interpretación de las electroforesis capilares 
se extrajo también sangre a los progenitores. 

Extracción del ADN
a) Sangre: de acuerdo con el kit Wizard 

Genomic DNA purifi cationtm.
 A 300μl de sangre extraída con EDTA se 

le agrega 900μl de solución de lisis celular, se 
mezcla por inversión y se incuba 10 minutos. 
Se centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto. 
Se descarta el sobrenadante y se mezcla el pellet 

obtenido con 300μl de solución de lisis nuclear 
y se mezcla por inversión. Se adicionan 100μl 
de solución de precipitado de proteínas y se agi-
ta en un vortex durante 20 seg. Se centrifuga a 
13000 rpm durante 3 minutos. Se transfi ere el 
sobrenadante a un tubo conteniendo 300μl de 
alcohol Isopropanol a temperatura ambiente y 
se centrifuga a 13000 rpm durante 1 min. Se 
descarta el sobrenadante y se agregan 300μl de 
etanol al 70% a temperatura ambiente y se 
centrifuga a 13000 rpm durante 1 minuto. Se 
aspira el sobrenadante y se deja secar a tempe-
ratura ambiente. Una vez seco se re-hidrata en 
agua libre de nucleasas a 65°C durante 1 hora 
o a 4°C toda la noche.

b) Líquido amniótico: se usó el mismo kit 
que para sangre.

Se centrifuga el líquido amniótico a 2000 
rpm durante 5 minutos. Se descarta el sobrena-
dante y al pellet celular se lo lava con PBS. Se 
adicionan 300μl de solución de lisis nuclear, se 
mezcla por pipeteo y 1.5μl de solución de AR-
Nasa. Se incuba por 15-30 minutos a 37°C 
y se deja enfriar a temperatura ambiente. Se 
agregan 100μl de solución de precipitado de 
proteínas, se agita en vortex 5 segundos, y se 
enfría en hielo por 5 minutos. Se centrifuga a 
13000 rpm durante 4 min. El sobrenadante se 
transfi ere a un tubo con 300μl de Isopropanol 
a temperatura ambiente, se mezcla por inver-
sión y se centrifuga durante 1 min a 13000 
rpm. Se descarta el sobrenadante y se agregan 
300 μl de etanol al 70 % a temperatura am-
biente. Se aspira el sobrenadante y se deja secar 
el pellet a temperatura ambiente. Una vez seco 
se re-hidrata en agua libre de nucleasas 65°C 
durante 1 hora o toda la noche a 4°C.

c) Abortos espontáneos y vellosidades 
coriónicas: se usó el mismo kit de extracción 
de ADN.

Se disgrega el material en PBS con ayuda 
de una tijera. Se centrifuga a 2000 rpm du-
rante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante y 
se lava el pellet celular con PBS varias veces. Se 
adicionan 600μl de solución de lisis nuclear, se 
mezcla por pipeteo y se incuba a 65ºC duran-
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te 15-30 min. Se agregan 3μl de solución de 
ARNasa y se incuba a 37ºC por 15-30 min. 
Se deja enfriar a temperatura ambiente. Se 
adicionan 100 μl de solución de precipitado 
de proteínas, se agita en vortex 5 segundos y se 
enfría en hielo por 5 minutos. Se centrifuga a 
13000 rpm durante 4 min.

El sobrenadante se transfi ere a un tubo con 
600μl de Isopropanol a temperatura ambien-
te, se mezcla por inversión y se centrifuga a 
13000 rpm durante 1 minuto. Se descarta el 
sobrenadante y se agregan 600μl de etanol al 
70% a temperatura ambiente. Se descarta el 
sobrenadante y se deja secar el pellet a tempe-
ratura ambiente. Una vez seco se re-hidrata en 
agua libre de nucleasas 1 hora a 65°C o toda 
la noche a 4°C.

Amplifi cación de los STRs marcados
Se realizaron dos tipos de PCR: a) una múl-

tiple conformada por los STRs de los cromoso-
mas 13, 18, 21, 22, X e Y; y b) una simple con 
el STR X22 debido a que no amplifi caba en 
la multiplex.

Para la multiplex el volumen fi nal fue de 
15 μl, conteniendo entre 1 y 3μl del ADN ge-
nómico de las muestras, 0.2 mM dNTPs, 0.1 
μM de cada uno de los primers D21S1412, 
D22S280, D13S631, AMXY, y 0.3μM de 
los primers D21S11, D18S386; 0.5mM Mg 
Cl2, buff er Taq polymerase 1x conteniendo 
1.5Mm/l Mg Cl2, y 1.5 U Taq polymerase (de 
Promegatm). 

Desnaturalización a 95ºC durante 5 min. 
Veinticinco ciclos de PCR: primero a 95°C 
durante 30 seg, segundo a 59°C durante 30 
min y tercero a 72°C durante 1 min, con una 
extensión fi nal de 72°C a 5 min.

La PCR del STR X22 fue realizada en un 
volumen fi nal de 15 μl conteniendo: entre 1 y 
3 μl de ADN genómico, 0.2 mM dNTPs, 0.4 
μM del primer, 0.5mM Mg Cl2; buff er Taq 
polymerase 1X conteniendo 1.5Mm/l Mg Cl2, 
y 1.5 IU Taq polymerase. Desnaturalización 
a 95ºC durante 5 min. Veinticinco ciclos de 
PCR: primero a 95°C durante 30 seg, segundo 

a 59°C durante 30 min y tercero a 72°C du-
rante 1 min, con una extensión fi nal de 72°C 
a 5 min.

Un μl de los productos amplifi cados fue 
mezclado con 12 μl de formamida y 0.5 μl del 
estándar (size Standard - 500 LIZ de Applied 
Biosystemstm) y desnaturalizado a 95ºC du-
rante 5 minutos. La electroforesis capilar fue 
realizada con un ABI PRISM 310 genetic 
analyzer de Applied Biosystemstm y analiza-
da con el software GeneScan 3.1 de Applied 
Biosystems.

Primers usados
d21s11, localizado en 21q, rango de pb 
172-249, tipo de repetición tetranu-
cleótido
(f ) ´  fam tat gtg agt caa ttc ccc aag tga ´
(r) ´ gtt gta tta gtc aat gtt ctc cag ´

d21s1412, localizado en 21pter-21qter, 
rango de pb 320, tipo de repetición te-
tranucleótido
(f ) ´  fam cgg agg ttg cag tga gtt g ´
(r) ´ ggg aag gct atg gag gag a ´

d18s386, localizado en 18q22.1-22.2, 
rango de pb 358, tipo de repetición te-
tranucleótido
(f ) ´ vic tca gga gaa tca ctt gga ac ´
(r) ´ tcc atg aag tag cta agc ag ´

d13s631, localizado en 13q31-32, rango 
pb 195, tipo de repetición tetranu-
cleótido
(f ) ´ned ggc aac aag agc aaa act ct ´
(r) ´tag ccc tca cca tga ttg g ´

x22, localizado en xq-yq(par2), rango 
pb 189-242, tipo de repetición pentanu-
cleótido
(f ) ´ pet taa tga gag ttg gaa aga aa ´
(r) ´ ccc att gtt gct act tga ga ´

amxy, localizado en xp-yp (amelogeni-
na), rango 107-113, tipo de repetición 
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tetranucleótido
(f ) ´ pet ccc tgg gct ctg taa aga ata gtg ´
(r) ´ atc aga gct taa  act ggg aag ctg ´

d22s280, localizado en 22pter-22qter, 
rango pb 208-220, tipo de repetición 
dinucleótido
(f ) ´ vick gct cca gcc tat cag gat g ´
(r) ´ gat tcc aga tca caa aac tgg t ´

dys393, localizado en ypter-yqter, 
rango pb 123, tipo de repetición te-
tranucleótido
(f ) ´gtg gtc ttc tac ttg tgt caa tac ´
(r) ´pet aac tca agt cca aaa aat gag g ´

dys392, localizado en ypter-yqter, 
rango pb 254, tipo de repetición te-
tranucleótido
(f ) ´ tca tta atc tag ctt tta aaa aca a ´
(r) ´ pet aga ccc agt tga tgc aat gt ´

dxs15, localizado en xq28-xq28, ran-
go pb 152-166, tipo de repetición dinu-
cleótido
(f) ´fam agc aca tgg tat aat gaa cct cca cg´
(r) ´cag tgt gag tag cat gct agc att tg´ 

dxs1684, localizado en xq28-xq28, 
rango pb 128-148, tipo de repetición 
dinucleótido
(f ) ´fam agc acc cag taa gag act gaa c´
(r) ´cct cag tgg caa cca ctc aag´

dxs1055, localizado en xp11.4-xp11.3, 
rango pb 100-110, tipo de repetición 
dinucleótido
(f ) ´ ctc tat ggg ata cac tgt tct ggg ´
(r) ´ ned gga atg cat ccc cat cat taa ´

dxs1068, localizado en xp11.4-xp11.3, 
rango pb 130-140, tipo de repetición 
dinucleótido
(f ) ´vic att atg act aag gtt cta ggg ac ´
(r) ´ctg aga aca cgc tgt ttt tta c ´
d21s11, 
d21s268, 

Análisis de los amplicones fl uorescentes

Criterios de interpretación de los 
electroferogramas para la evaluación
del número de copias de cada 
cromosoma estudiado.

Las señales a observar dependerán de 
acuerdo a la homo/heterocigocidad de los 
alelos parentales:

Monosomía: una sola señal correspon-
diente a un alelo parental (esquema 8).

Esquema 8. A la izquierda se ha representa-
do la corrida electroforética y a la derecha el 
electroferograma correspondiente a la calle del 
medio de la corrida que correspondería al fu-
turo hijo.

Disomía: dos señales fl uorescentes per-
tenecientes a los dos alelos parentales de los 
STRs usados con una relación de señal 1:1 
cuando los alelos parentales son heterocigo-
tos (esquema 9). 
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Esquema 9. A la izquierda está esquema-
tizada la corrida electroforética y a la derecha 
el electroferograma correspondiente a la calle 
central de la corrida.

Trisomía:
a) Tres señales fl uorescentes, dos corres-

pondientes a un progenitor y otro correspon-
diente al otro cuando los alelos parentales son 
todos diferentes entre ellos (esquema 10).

Esquema 10. A la izquierda se observa la co-
rrida electroforética y a la derecha el electrofe-
rograma correspondiente a la calle central de 
la corrida.

b) Dos señales fl uorescentes, una de do-
ble área respecto a la otra, cuando el cromo-
soma extra proviene de un progenitor con 
ese alelo homocigoto (esquema 11).

Esquema 11. A la izquierda la corrida elec-
troforética y a la derecha el electroferograma de 
la calle central de la corrida.

Doble trisomía: cuando dos de los cro-
mosomas estudiados muestran un patrón 
1:1.1 ó 2:1. 

Triploidía: los STRs de todos los cromo-
somas evaluados exhiben un patrón 1:1:1 ó 
2:1.

Resultados
a) Muestras de líquido amniótico: el estu-
dio citogenético convencional evidenció 24 
muestras normales, 12 de sexo femenino y 
12 masculinos. Tres muestras fueron anor-
males: una tenía un cromosoma X extra (47, 
XXX) y dos un cromosoma 21 extra (47, 
XX,+21).

El estudio del screening por QF-PCR evi-
denció 24 muestras normales, una anormal 
con tres señales para el cromosoma X, otra 
con tres señales para cada uno de los STRs 
como si se tratase de una triploidía y otra 
con tres señales para el cromosoma 21.

El caso 47, XXX fue estudiado además 
con la serie de STRs extras y evidenciaron 
señales para los dos cromosomas X de la ma-
dre y uno del padre, infi riendo un error en 
meiosis I materna (fi gura 1).

El líquido de la presunta triploidía es-
taba contaminado con sangre materna. De 
hecho las señales de todos los marcadores 
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correspondieron a un patrón 1:1:1. Lamen-
tablemente el citogenético evidenció una 
trisomía 21. Por lo tanto, la misma debe 
haberse originado por un error en meiosis 
I materna.

La tercera muestra anormal evidenció un 
patrón con tres señales para el cromosoma 
21, las cuales correspondían a los dos alelos 
maternos y uno paterno, patrón 1:1:1.

b) Material de vellosidades coriónicas: 
el estudio convencional evidenció una cons-
titución normal 46,XX en todos. El scree-
ning de las aneuploidías fue coincidente en 
6 de ellas. La restante fue incompleta debi-
do a que no se amplifi caron todos los STRs, 

Figura 1. Electroferogramas de los productos de una muestra triple X evaluado con dis-
tintos STRs para el cromosoma X. Se muestra en el panel superior el patrón 3:0 para el AMXY 
y un patrón 1:1:1 para el X22; en el del medio un patrón 2:1 para los dos marcadores DX1684 
y DXS15; y en el de abajo se repite el mismo patrón anterior para los marcadores DX1055 y 
DX1068.

salvo los sexuales, los cuales fueron coinci-
dentes con el citogenético. 

c) Material de producto de aborto es-
pontáneo: el estudio convencional solo fue 
posible en 5 de ellos debido al no desarrollo 
de colonias o a la mala calidad de los cultivos 
no aptos para estudio cromosómico. Cuatro 
fueron de sexo femenino y uno masculino. 
De los 23 estudiados por PCR, 14 evidencia-
ron patrón femenino normal, 5 patrón mas-
culino normal y cuatro anormales: a) uno 
con tres señales para todos los cromosomas 
autosómicos estudiados y tres para el X; b) 
uno con tres señales para todos los cromo-
somas autosómicos estudiados, dos señales 
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Figura 2: Electroferogramas de los productos de una multiplex QF-PCR mostrando en el 
panel: A- las señales correspondientes a un varón con trisomía 13 patrón 1:1:1; B- las señales co-
rrespondientes a un varón con trisomía 18 con patrón 1:1:1; C- las señales correspondientes  a una 
mujer con doble trisomía 18 y 21 con un patrón 2:1; D- señales correspondientes a una mujer con 
trisomía 21 con patrón 2:1. En los cuatro paneles los restantes marcadores dieron señales normales.

para el X y una para el Y, correspondiendo 
dos señales a los dos alelos maternos y una 
señal al alelo paterno; c) uno con tres señales 
para el cromosoma 21 de sexo femenino; y 
d) uno con tres señales para el cromosoma 
18 de sexo masculino (fi gura 2).

d) Material de sangre fetal: el estu-
dio convencional evidenció dos de ellos 

como normales 46,XY y seis anormales. 
Los anormales fueron: 47,XXY, 47,XY+13, 
47,XX,+13, 2-47,XX,+21 y 47,XX,+18. El 
screening de aneuploidías fue coincidente en 
todos, excepto el caso de la trisomía 18 que 
además evidenció tres señales para el 21, am-
bas señales con un patrón 2:1. (fi gura 2 y 3).
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Figura 3. Electroferogramas de un muestra XXY. Nótese que con el marcador AMXY se ven dos 
señales rojas con un patrón 2:1; con el marcador X22 se ve el mismo patrón que el anterior; y con los 
restantes marcadores para los cromosomas 13, 18, 21 y 22 las dos señales con patrón 1:1 normales.

Discusión
El estudio de las enfermedades cromosó-

micas en el humano se centraliza fundamen-
talmente en las aneuploidías y en las causas 
responsables de las mismas. Las aneuploi-
días cromosómicas se producen por errores 
durante la meiosis o luego de la fecundación 
(esquemas 12, 13, 14 y 15).

Las de origen meiótico por lo general son 
homogéneas, mientras que las de origen so-
mático son mosaicos (esquema 16 y 17).

La metodología de QF-PCR permite 
determinar el número de cada cromosoma, 
pero no puede informar sobre la morfología 
del cromosoma ni la existencia de cromo-
somas en mosaico. El estudio de las aneu-

ploidías comenzó con los estudios cromo-
sómicos convencionales, que generalmente 
implican cultivos celulares y detención de 
los mismos con colchicina para su análisis 
en metafase. Por lo tanto, los resultados de 
los mismos insumen por lo menos un par 
de semanas para el cultivo y análisis. Es-
te tiempo cuando se trata de diagnósticos 
prenatales es muchísimo, ya que prolonga 
la angustia por la incertidumbre del resul-
tado. Con la fi nalidad de reducir el tiempo 
del estudio a pocas horas se han desarrollado 
varios estudios: el estudio de las vellosidades 
coriónicas en forma directa, el análisis por 
FISH de las vellosidades y/o amniocitos, la 
utilización de la PCR fl uorescente y más re-
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cientemente la PCR en tiempo real. En el 
presente trabajo se ha preferido el análisis de 
determinadas aneuploidías por QF-PCR. 
Es bien conocido, el aumento del riesgo de 
las aneuploidías inherente a la edad materna 
en parejas con cariotipos normales, por lo 
tanto, para esa población el análisis de las 
aneuploidías adquiere real valor diagnósti-
co, ya que hasta el presente cualquier tipo 
de diagnóstico prenatal va dirigido al riesgo 
en cuestión. 

De las 21 muestras de líquido amniótico, 
19 resultaron normales y coincidieron con 

el estudio cromosómico convencional. De 
las otras dos, una se trataba de una triple X 
también coincidente con el cromosómico, 
y la otra con señales compatibles con una 
triploidía no coincidió con el cromosómico 
que evidenció una constitución 47,XX,+21. 
Esta discrepancia fue muy probablemente 
debida a la contaminación con sangre ma-
terna del líquido amniótico. Las tres señales 
para cada uno de los alelos con patrón 1:1:1 
correspondían a los dos alelos de la sangre 
materna y a uno del padre para cada uno de 

Esquema 12. Los errores en meiosis I conducen 
a gametas disómicas y nulisómicas.

Esquema 13. Los errores en meiosis II conducen 
a gametas isodisómicas, nulisómicas y normales.

Esquema 14. La cigota resultante de un error 
en meiosis I es trisómica con tres cromosomas 
diferentes (patrón 1:1:1).

Esquema 15. La cigota resultante de un error 
en meiosis II es trisómica con dos cromosomas 
iguales y uno diferente (patrón 2:1).
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Esquema 16. El mosaico originado a partir 
de una cigota anormal (error meiótico I) por 
pérdida en anafase de uno de los cromosomas 
excedente origina un mosaico de dos líneas, una 
normal y la otra trisómica.

Esquema 17. El mosaico originado a partir de 
una cigota normal por una no disyunción ori-
gina tres líneas celulares: una monosómica, una 
trisómica y otra normal.

los alelos. Por lo tanto, cuando el material 
está contaminado con sangre materna, el re-
sultado puede ser no informativo como en 
el presente caso.

De las 7 muestras de vellosidades corió-
nicas, 6 coincidieron con el estudio conven-
cional y con el restante solo se pudo inferir 

el sexo, también coincidente con el estudio 
convencional. En realidad no hemos encon-
trado una explicación al hecho, pero evi-
dentemente debe existir una mínima tasa de 
amplifi caciones preferenciales, o bien que la 
calidad del ADN en esos segmentos hubiese 
estado alterado (Nagy et al, 2005). 

De los 18 productos de abortos espontá-
neos, 13 dieron señales autosómicas norma-
les con sexo femenino, 4 normales con sexo 
masculino y uno con 3 señales para el cro-
mosoma 18 con sexo masculino. El estudio 
convencional fue posible en solo 5 casos, 
cuatro 46,XX y uno 46,XY. Está reconoci-
do que el material abortado no siempre es 
cultivable. Si bien no pudimos recabar más 
información sobre la correlación respec-
to del estudio convencional, es interesante 
mencionar que cuando el convencional da 
femenino normal, la posibilidad de que co-
rresponda al feto es del 50%. Por lo tanto, el 
estudio molecular desde lo teórico parecería 
ser más efi ciente en detectar todas las líneas 
celulares.

De los 8 estudios efectuados en sangre 
fetal de los mortinatos, dos dieron señales 
normales correspondiendo al sexo masculi-
no y 6 anormales. De los anormales, uno 
tenía 3 señales de cromosomas sexuales 
XXY, dos 3 señales para cromosoma 13 de 
diferentes sexo, dos 3 señales para cromoso-
ma 21 y sexo femenino y uno 3 señales para 
el cromosoma 18 y 21 con un patrón 2:1. 
Los estudios convencionales fueron coin-
cidentes en todos, excepto el último caso 
con doble trisomía que solamente eviden-
ció la trisomía 18. Probablemente se haya 
tratado de un mosaicismo cromosómico 
48,XX,+18,+21/47,XX,+18, en el que el es-
tudio convencional solo puso de manifi esto 
la línea con la trisomía 18. Probablemente 
una línea se originó durante la meiosis II 
materna y la otra post-cigótica. De hecho, 
es bien conocido que una cigota aneuploide 
tiene más riesgo de división mitótica anor-
mal para el mismo cromosoma u otro. 
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Esquema 18. Mapa cromosómico de imprinting de Morison & Reeve,1998.

Imprinting 

Probable

Sin efecto
 

No se sabe

Teniendo en cuenta los resultados halla-
dos y los de la literatura, cuando la embara-
zada tiene solamente riesgo aumentado para 
aneuploidía, el screening de las aneuploi-
días más frecuentes, como las realizadas en 
el presente trabajo, alcanza a tener un real 
valor diagnóstico sobre el status de los cro-
mosomas estudiados en el mismo, excepto 
que la muestra a analizar esté contaminada 
con células maternas sanguíneas u otras cé-
lulas. Para aumentar la efi ciencia diagnós-
tica es conveniente contar siempre con el 
ADN genómico de la pareja. Conocer los 
alelos de los progenitores y su comparación 

con los de la gesta permite de acuerdo a la 
muestra estudiada conocer el tipo de error 
gametogénico o post cigótico que dio lugar 
a la aneuploidía como así sospechar la exis-
tencia de rescates de trisomías (esquemas 19 
y 20), adquiriendo vital importancia cuan-
do se trata de cromosomas con imprinting 
(esquema 18).

Este punto es sumamente importante y 
lo diferencia sustancialmente respecto de los 
estudios convencionales, que no permiten 
diagnosticar disomías uniparentales o isodi-
somías.
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Esquema 20. Una cigota trisómica por error 
meiótico II puede restablecer la eudiploidía 
cuando uno de los cromosomas extras materno 
se pierde en la anafase. Nótese que si se pierde el 
paterno se origina una isodisomía uniparental.

Conclusión

Principales ventajas:
Diagnóstico rápido, en el día, de las aneu-

ploidías estudiadas. Dicho valor se infi ere 
por la cuantifi cación de los alelos específi cos 
de cada cromosoma estudiado. 

Cuando la pareja tiene solo riesgo inhe-
rente a la edad, el screening de los cromo-
somas 13, 18, 21, X e Y adquiere real valor 
diagnóstico.

Existe la posibilidad de estudiar mayor 
número de cromosomas, incluso todo el 
complemento. Esto se torna muy impor-
tante cuando se trata del diagnóstico en una 
sola célula.

Permite descartar o aseverar presuntos 
mosaicismos en bajo porcentaje sospecha-
dos con los métodos convencionales. 

Permite detectar disomías uniparentales.
Menor tiempo de entrenamiento para el 

operador, respecto de las técnicas de cultivo 
convencionales.

Menor costo que el screening de aneu-
ploidías por FISH. 

Desventajas:
Contar con el equipamiento y espacio 

adecuado de un laboratorio de genética mo-
lecular.

No analiza estructura cromosómica.
Es difi cultosa la identifi cación de mosai-

cos cromosómicos. Los mosaicos de trisomía 
se pueden diagnosticar cuando  los proge-
nitores tienen alelos diferentes. En cambio, 
los mosaicos de monosomías no pueden ser 
identifi cados.

Difi cultad de interpretación de los resul-
tados en casos de materiales contaminados 
con otras células y en casos de los diagnós-
ticos prenatales convencionales la contami-
nación con sangre, motivos por los cuales se 
aconseja siempre el análisis conjuntamente 
con los alelos parentales.

Relativo alto costo de los reactivos, res-
pecto de los estudios tradicionales.
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