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RESUMEN 19

Se realiza un estudio retrospectivo de los casos de Diagndstico Prenatal
mediante amniocentesis, biopsia de vellosidades coriales y funiculocentesis,
haciendo una cohorte histérica entre los afios 1999 y 2009. Los estudios se han
realizado mediante Citogenética Convencional (cariotipo) y Citogenética
Molecular (Hibridacion /n situ con fluorescencia o FISH). Los datos se revisan de
la base de datos de la Seccion de Citogenética asi como del archivo central del
Hospital Universitario de Canarias (HUC) al que pertenece dicha seccion. El
analisis es observacional y descriptivo. Se analiza la aportacion de la
implantacién de la técnica de FISH y la de Biopsia de Vellosidades Coriales en el
diagndstico de alteraciones cromosomicas. Ademds hace una comparacion

entre los resultados normales y con cromosomopatias.

We performed a retrospective study of cases of prenatal diagnosis,
amniocentesis, chorionic villus sampling and cordocentesis (percutaneus
umbilical blood sampling or PUBS), making an historical cohort between 1999
and 2009. The studies were performed using Conventional Cytogenetics
(karyotype) and Molecular Cytogenetics (fluorescence in situ hybridization or
FISH). The data are reviewed from the database of the section of cytogenetics
and files of HUC (Hospital Universitario de Canarias) which includes that
section. The analysis is observational and descriptive. It analyzes the
contribution of the implementation of the FISH technique and Chorionic Villus
Sampling to the chromosomal abnormalities. Furthermore it makes a

comparison of results between the normal and the chromosomopathies.
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1.1 Diagndstico prenatal

El concepto de diagnéstico prenatal ha ido variando con el paso del
tiempo. Durante el Ultimo tercio del siglo XX, se ha pasado de desconocer casi
en su totalidad la situacion del feto, a contar con un conjunto de
procedimientos diagndsticos que representan bastante fielmente la realidad de
los primeros meses de vida. El obstetra comenzd estudiando la ubicacion del
feto dentro de la madre, su crecimiento aproximado y la positividad de su latido
cardiaco usando métodos rudimentarios como la palpacion o el uso de un
fonendoscopio (Dexeus, et. &/, 1989). Hoy en dia se conocen muchas y
variadas formas de aproximacion a la realidad fetal, algunas de ellas se

enumeran a continuacion:

- Exdmenes de sangre: screening de marcadores bioquimicos.

- Analisis de orina materna.

- Ecografia.

- Eco-cardiografia.

- Amniocentesis.

- Biopsia de vellosidades coriales.

- Biopsia de tejidos fetales: piel, higado, etc.

- Andlisis de sangre fetal: funiculocentesis.

- Fetoscopia (visualizacion directa de la superficie fetal).

- Puncién vesical para analisis de orina fetal.

- Radiologia.

Hace algunos afios el concepto del diagndstico prenatal se asociaba
exclusivamente al analisis cromosdmico del feto mediante estudio citogenético
de las células en suspension en el liquido amnidtico. Actualmente se refiere a
todas las posibles acciones diagnosticas dirigidas a descubrir cualquier tipo de

defecto congénito.
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Dentro del campo de la medicina fetal el diagndstico prenatal esta
llegando incluso a considerarse como una subespecializacién, en la que se
impone la necesidad de multidisciplinariedad, intentando entre todos encontrar
un método ideal de diagndstico prenatal que sea no invasivo, seguro, rapido y

preciso.

Se debe tener especial cuidado con el aspecto emocional que implica
someterse a un diagndstico prenatal, especialmente con técnicas invasivas ya
que conlleva a la gestante a un estado de estrés, nerviosismo y ansiedad,
motivado por el riesgo intrinseco de la prueba, la posibilidad de tener un hijo
enfermo, asi como la posible toma de decisiones ante un diagnostico

patologico.

El objetivo principal del diagndstico prenatal es el de poder adelantar el
conocimiento de patologias antes del momento del nacimiento para ofrecer a
los padres la posibilidad de elegir, apoyandose en la ley vigente, entre
continuar o interrumpir la gestacién, asi como estudiar posibles alternativas
quirdrgicas. Actualmente, el abanico de patologias que se pueden diagnosticar
es bastante amplio, aunque esta en constante crecimiento. Nuestro trabajo se
centra exclusivamente en el diagndstico prenatal citogenético, es decir el
estudio de los cromosomas fetales mediante el cariotipo y también haciendo
uso de técnicas de citogenética molecular (concretamente la hibridacion in situ

fluorescente), analizando diversos tipos celulares de origen fetal.

1.2 Citogenética

La Citogenética es la disciplina encargada del estudio de los
cromosomas, resultado de la convergencia entre la citologia y la genética (Novo
Villaverde, 2007). El descubrimiento cientifico que determina el inicio de esta
ciencia se publica por Tjio y Levan, 1956, quienes trabajando con células
pulmonares fetales, establecen definitivamente el nimero de cromosomas de la

especie humana en 46.
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Imagen 1 Arriba: metafase con bandas G (47, XY, +21), las flechas seiialan los

3 cromosomas 21. Abajo: cariotipo con bandas G (46, XX)
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La primera anomalia se detectaba sdlo tres afios después (Lejeune et
dl., 1959), y confirmaba la importancia de este tipo de estudios. Se observé que
los desafortunadamente llamados por aquel entonces “nifios mongodlicos” eran
portadores de un cromosoma extra o supernumerario. Se trataba del
cromosoma 21 que en estos casos tenia dos homologos en vez de uno,

constituyendo una trisomia. De esta forma, se comenzaba el camino de la
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etiologia y mecanismos etiopatogénicos de enfermedades hereditarias o

congénitas.

Un considerable avance en el campo de la citogenética fue la puesta en
marcha de técnicas de bandeado cromosémico. Estas se fueron descubriendo e
implantando durante los afios posteriores: bandas Q (con quinacrina), bandas C
(con giemsa), bandas G (con proteasa y giemsa) y bandas R (inversas a las G).
Las bandas G son las mas usadas hoy en dia en el analisis citogenético
rutinario. En la imagen 1 se muestra en la parte superior un ejemplo de una
metafase de un vardn con trisomia 21 (47, XY, +21) y en la parte inferior un
cariotipo de una mujer normal (46, XX) ambos mediante la técnica de bandas
G.

1.2.1 Citogenética convencional: el cariotipo

Con el perfeccionamiento de las técnicas de bandeado se hizo posible
analizar cada cromosoma individualmente y estudiar con mayor detalle las
alteraciones cromosdmicas, tanto numéricas como estructurales, y en algunos
casos, determinar su origen. Incluso han permitido descubrir nuevos sindromes
que antes pasaban desapercibidos, contribuyendo al progreso de Ila
denominada CITOGENETICA CONVENCIONAL.

El cariotipo se define como el conjunto de caracteristicas morfologicas
y numéricas que presentan los cromosomas de un individuo. Se ha establecido
por convenio que los autosomas se enumeren correlativamente del 1 al 22
siguiendo, en la medida de lo posible, un orden de magnitudes decrecientes,
mientras que los cromosomas sexuales se denominan X e Y. Un cariotipo puede
presentar alteraciones si se modifica el nimero o la estructura de los
cromosomas dando lugar a las cromosomopatias o anomalias
cromosémicas. Estas se presentan aproximadamente en 1 de cada 150
nacidos vivos y son la principal causa conocida de retraso mental y de la

aparicion de abortos, observandose entre el 20-50% de los abortos
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espontaneos en el primer y segundo trimestre del embarazo (Gardner y
Sutherland, 2003).

Las anomalias cromosdmicas, cuya repercusion clinica es muy diversa,

se clasifican en dos grupos: estructurales y numéricas.

1.2.1.1 Anomalias estructurales

Se denominan asi a las alteraciones que producen una eliminacion,
adiciéon o reordenamiento de partes de uno o mas cromosomas. Se originan
como resultado de roturas cromosomicas y posterior ubicacién anormal de los

fragmentos originados.

Si la alteracion da lugar a la pérdida o ganancia de material genético,
se habla de alteraciones desequilibradas; en el caso contrario, se denominan
equilibradas. Las alteraciones equilibradas no suelen tener repercusion en el
fenotipo del individuo portador, pero si presentar riesgo de tener descendencia
afectada de alteraciones no equilibradas, derivadas de tales cromosomopatias
equilibradas, que generalmente conducen a defectos congénitos y/o a retraso
mental (Moreno-Garcia M., 2004).

Pueden aparecer de novo en un individuo o heredarse de alguno de
los progenitores. De los recién nacidos con anomalias cromosémicas
estructurales balanceadas de novo diagnosticadas mediante diagnostico
prenatal, se ha estimado que el 6,7% presentaban anomalias congénitas y/o
retraso mental. Concretamente para el caso de translocaciones reciprocas el
riesgo de padecer tales anomalias congénitas se calcula en un 6,1%, con
translocaciones robertsonianas del 3,7% y con inversiones del 9,4%. El riesgo
de anomalias congénitas en la poblacion general esta entre 2-3% (Warburton,
1991). Cuando la cromosomopatia estructural equilibrada se hereda de alguno
de los padres, dicho riesgo es igual al de la poblacién general. Aunque no debe
descartarse que el hijo porte un reordenamiento mas complejo y con

desequilibrio, sin ser detectable mediante citogenética convencional.
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Las anomalias estructurales pueden ser de diferentes tipos:
translocaciones, inversiones, deleciones, duplicaciones,
isocromosomas y cromosomas marcadores. La imagen 2 muestra un

ejemplo de un cariotipo con translocacion robertsoniana entre los cromosomas
13y 14.

Imagen 2 Cariotipo 45, XY, der (13;14)(q10;q10)
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1.2.1.1.1 Translocaciones

Se denomina asi al intercambio de fragmentos cromosomicos entre
cromosomas. Se llaman translocaciones reciprocas cuando ambos
cromosomas son donantes y receptores de material cromosémico, de modo que
parte de un cromosoma pasa a otro y, a su vez, parte de éste pasa al primero.
Las translocaciones reciprocas desequilibradas en las que se ha perdido o
ganado material genético, son habitualmente causa de patologia. Por el
contrario, las translocaciones equilibradas no son necesariamente patogénicas,
a no ser que los puntos de rotura en alguno de los cromosomas esté situado
dentro de un gen, perdiendo éste su funcion, o que se altere alguna funcion
génica debido a la nueva posicién. Los portadores de este tipo de translocacion

podran tener descendencia con alteraciones cromosomicas estructurales.

A) Translocaciones reciprocas autosémicas
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Las translocaciones reciprocas que ocurren entre dos cromosomas no
sexuales o autosdmicos son comunes. Es frecuente encontrarse una
translocacion familiar de este tipo, siendo sus portadores fenotipicamente
normales. Aproximadamente 1 de cada 500 personas se considera portadora de
una translocacion reciproca seguiin Van Dyke et al., 1983 y Jacobs et al., 1992, y
para las translocaciones no equilibradas la incidencia en la poblacion es de 1 de

cada 1000 nacidos vivos.

Un portador heterocigoto de estas translocaciones tiene riesgo de tener
un hijo con anomalias fisicas y mentales debido a que el segmento translocado
cause desequilibrio, es decir, trisomias 0 monosomias parciales. Dependiendo
del tipo de translocacién (Gardner y Sutherland, 2003) se han calculado
diferentes estimaciones del riesgo de tener un hijo con anomalias: la mayoria
implican un riesgo de nivel medio (5-10%), pero también hay algunas
asociadas a un alto riesgo (del 20% o menor) o0 a un riesgo bajo (menor del
1%), incluso algunas parecen no tener riesgo. Sin embargo, la probabilidad de

que la descendencia sea portadora si es alta en todos los casos.

Una situacion habitual cuando se hace diagnostico citogenético prenatal
es encontrarse una translocacion aparentemente equilibrada pero de novo, es
decir que ninguno de los progenitores sean portadores de tal translocacion.
Entonces no se puede asegurar como va a ser el desarrollo del feto ni las
posibles implicaciones que tenga tal hallazgo. Aunque aparentemente no haya
duplicacion ni pérdida de material cromosdémico, el punto de rotura puede

haber causado alteracién en alguna funcién del genoma.

Durante la gametogénesis, en meiosis I, los cromosomas homdlogos se
aparean punto por punto, produciéndose el crossing-over que es lo que
produce la variabilidad en la especie. Si existe una alteracion cromosémica,
como una translocacion, se formara un tetravalente con el fin de que se pueda
realizar dicho crossing-over. El problema surge en la anafase al separase los

cromosomas homélogos, originandose los cromosomas derivativos (der).
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Para este tipo de cromosomopatia se consideran diferentes modos de
segregacion. Suponemos dos pares de cromosomas AB y CD que presentan una
translocacion reciproca equilibrada (imagen 3). El cromosoma A es normal y el
B es su homdlogo translocado, lo mismo pasa con el C que es normal y el D
que es su homdlogo translocado. A continuacion y haciendo uso del diagrama,
se explican los diferentes gametos que se pueden originar en funcioén de los

posibles modos de segregacion.

Imagen 3 Representacion de un cuadrivalente de una translocacion

equilibrada
A l I D
Bq FC

a.) Segregacion 2:2, en la que dos cromosomas se van a una célula y

los otros dos a la otra. En ella hay tres tipos de segregacion:

- Segregacion alternante, cruzada o estable en la que se separan
conjuntamente los cromosomas AC y BD. Con lo que la mitad de los gametos

podran ser normales y la otra mitad seran portadores de la anomalia.

- Segregacion adyacente 1 en la que se van conjuntamente los
cromosomas AD y BC. Suponiendo que el gameto con el que va a ocurrir la
fecundacion sea normal, las posibilidades para el producto de dicha
fecundacion serd un 50% de la descendencia podra tener una trisomia parcial
del cromosoma A y monosomia parcial del cromosoma C; y el otro 50%
presentara una trisomia parcial del cromosoma C y una monosomia parcial del

cromosoma A (Afonso Hernandez et, /., 2006).

- Segregacion adyacente 2 en la que se quedan por un lado los
cromosomas AB y por el otro CD, que fecundado por un gameto normal dara

una descendencia cuyo 50% puede tener una trisomia parcial del cromosoma A
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y una monosomia grande del cromosoma C. El otro 50% presentara una
trisomia parcial del cromosoma C casi completa y una monosomia del

cromosoma A.

b.) Segregacién 3:1, tres cromosomas van a una célula y uno a otra.

Hay 4 posibles variantes al producirse fecundacién con un gameto

normal:

1.- ABC+D, entonces se obtiene con un 50% de probabilidad
embriones con trisomias parciales en ambos cromosomas y el otro 50%

tendran una doble monosomia parcial de ambos cromosomas.

2.- ACD+B: obteniéndose en iguales proporciones productos de la
fecundacion con trisomia parcial de ambos cromosomas o monosomia parcial

de ambos cromosomas.

3.- BCD+A: los productos de la fecundaciéon tendran con igual
proporcion una trisomia completa del cromosoma C o una monosomia completa
del cromosoma C, sin ser portador de la translocacion se puede afirmar que la

monosomia se debe a ésta.

4.- ABD+C: se obtiene un embridon con trisomia completa del

cromosoma A o monosomia completa del cromosoma A.

c.) Segregacion 4:0, en la que los cuatro cromosomas se van a la

misma célula, generando dobles trisomias y dobles monosomias.
B) Translocaciones robertsonianas

Se denominan asi a las que ocurren entre los cromosomas
acrocéntricos que en humanos son cinco: 13, 14, 15, 21, 22. La nomenclatura
ISCN (Shaffer et. 4/, 2009) para este tipo de translocacion acepta usar der
como una translocacion normal o se puede usar rob para especificar que se

trata de este tipo de translocacion.
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Historicamente la translocacion mas importante es la que implica al
cromosoma 21 (Gardner et. 4., 2003), con cualquiera de los demas o incluso
con él mismo, ya que puede originar trisomia 21 con caracter familiar o
heredable. Es mas frecuente encontrar translocaciones entre cromosomas no
homdlogos que pueden transmitirse entre generaciones de individuos
fenotipicamente normales, que entre homdlogos, ya que se formaria casi

siempre una trisomia. Las mas frecuentes son rob(13q14q) y rob(14g21q).

Como resultado de la translocacion se forma el cromosoma
robertsoniano o derivativo y un producto pequeio que normalmente se pierde,
aunqgue en ocasiones aparece como un cromosoma ESAC o marcador. Cuando
se pierde no parece tener efecto fenotipico porque a pesar de haberse perdido

2 regiones NOR (organizadores nucleolares), todavia se mantienen 8.

Si la translocacion es entre cromosomas no homdlogos, se asocian con
abortos de repeticion e infertilidad masculina. Y si son entre homologos, puede

ser un isocromosoma.

Imagen 4 Representacion de un trivalente de una translocacion robertsoniana
(Gardner y Sutherland, 2003) y sus posibles segregaciones: alternante o
adyacente
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En la placa metafasica, se forma un trivalente, como se muestra en la
imagen 4, con los siguientes modos de segregacién: alternante, dando lugar a

un gameto normal y a un gameto portador de la translocacion, o adyacente 1 o
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2, donde se obtiene un gameto sélo con un cromosoma de los implicados en la
translocacion y el otro gameto con el cromosoma derivativo y el otro implicado,
dando lugar si se fusionara con un gameto normal a una monosomia completa
en la primera opcidon y una trisomia parcial en la segunda. Ademas de la
segregacion 3:0, que es muy poco frecuente, hay seis posibles combinaciones,
de las cuales una es normal, otra es portador equilibrado y cuatro son

desequilibradas.
C) Translocaciones con cromosomas sexuales

Los gonosomas o cromosomas sexuales pueden translocarse con un
autosoma y/o con otro cromosoma sexual. Entre las peculiaridades de los
gonosomas estan que uno de los cromosomas X es capaz de sufrir
silenciamiento transcripcional y que el cromosoma Y tiene abundante
heterocromatina constitutiva de replicacion tardia. Por lo tanto, las
implicaciones de una translocacion con el cromosoma X son bastantes
diferentes para los varones y hembras. El caso mas extremo consiste en la
translocacion de un autosoma al X inactivo de la hembra, ya que la inactivacion

del X puede extenderse al autosoma dando lugar a una deficiencia funcional.

Pueden ocurrir translocaciones entre los cromosomas X e Y, pudiendo
originar mujeres 46, X, der(X) t(X;Y) y hombres 46, Y, der(X) t(X;Y). También
se conocen translocaciones entre dos cromosomas X y entre dos cromosomas
Y.

1.2.1.1.2 Inversiones
Este tipo de reordenamiento no implica ganancia ni pérdida de material
genético, sino que un fragmento de un cromosoma cambia su sentido para lo

cual son necesarias roturas en una o dos localizaciones.

Se clasifican en dos grupos segun si el fragmento que se invierte
incluye o no el centrémero. Se denominan inversiones pericéntricas si el

centromero esta incluido en el segmento que cambia de direccion y se
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denominan inversiones paracéntricas si el fragmento invertido excluye el

centrémero.

A nivel fenotipico, el Unico efecto que pueden producir se deberia a un
defecto de funcion, por ejemplo, si la inversion transfiere un gen de una zona

eucromatica a una zona heterocromatica, puede producirse su inactivacién.

Imagen 5 Representacion del emparejamiento, entrecruzamiento y segregacion de una
pareja de cromosomas, uno de los cuales porta una inversion pericéntrica (izqda.) o

paracéntrica (dcha.) (Griffiths et. 4/, 2000).

A B c D Heterocigoto
para una @% i
- g Heterocigoto para una
5 inversion C NP inversion paracéntrica
A c pericéntrica ADC B E
A Emparejamiento Emparejamiento
Entrecruzamiento en el bucle Entrecru-

zamiento
enelbucle ¢

A D
¥z Segregacion
5 Segregacion
TS ?A B G .D.E A B C D E
Fin de la Meiosis | Fin de la Meiosis Il >~:f %____\
s— Product al Al Fragmento
™
R spe— t " o nor 8| © acéntrico
B C A A BY C A Duplicacién del tramo & c‘ (se pierde)
O g
Ay pérdida del tramo D
— g B__C D Duplicacién del tramo 9]
8 C D Dy pérdida del tramo A a \Elpuenwdlmu»w 2
t ) se rompe al azar
$oS s s e b
A D C B E

D By C A A i
D B C A <——=x———_"> Producto con inversion

A D C B E

——

A

A B C_ D
Producto normal (:r:f_—_"‘_A~“_,_Ej

Producto con delecién C‘/'!Arﬂ_&

A
Producto con delecién @B-E®

Producto con inversién .m

En un cromosoma que tiene una inversion, por ejemplo pericéntrica, en
el momento del apareamiento meidtico ha de formarse un bucle o loop durante
la estructura de bivalente (imagen 5). A partir de ésta, la segregacion puede

ocurrir de dos maneras:

- Cada cromosoma se desplaza hacia un polo, de manera que el 50%
de los descendientes seran portadores de la inversion.

- Se forma un quiasma y se segregan:
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a.) Dos cromosomas que van a generar trisomias parciales y
monosomias parciales.
b.) Un cromosoma normal y otro portador de la inversion.
En el caso de la inversidn paracéntrica, tras el quiasma se originan un
cromosoma normal, uno con inversién y dos cromosomas incompatibles con la

vida, uno dicéntrico (con dos centrdmeros) y otro acéntrico (sin centromero).

1.2.1.1.3 Deleciones

Este tipo de reordenamiento cromosdmico puede detectarse mediante
citogenética convencional, bandeado de alta resolucion o citogenética
molecular, en funcion del tamafo del segmento ausente. Las deleciones pueden

ser terminales o intersticiales.

Una delecion causa una monosomia parcial y generalmente se asocian
a patologias. Incluso en algunos casos ocurre pérdida de material sin efecto
fenotipico como la pérdida asociada a una translocacion robertsoniana o en
determinadas regiones consideradas de heterocromatina. Los fragmentos
delecionados de mayor tamafio tienen mayor efecto fenotipico que los mas
pequeios (Gersen y Keagle, 2005).

Un tipo especial de deleciones son las denominadas Microdeleciones,
que con frecuencia son la causa de lo que se conoce como Sindrome de genes
contiguos o Sindrome de aneusomia segmentaria (SAS) (Schmickel, 1986). Este
tipo de reordenamiento suele ser intersticial y no visible en cariotipo, por lo que
es necesario el uso de técnicas de citogenética molecular. Los sindromes que
causan se relacionan con retraso psicomotor y problemas con el desarrollo, con
lo que suelen detectarse en edades tempranas, aunque si existiera alguna
sospecha se podrian diagnosticar en la etapa prenatal. A continuacién se

enumeran algunos de estos sindromes y su localizacion cromosdmica:

- Sindrome de CriduChat (5p15.2)
- Sindrome de DiGeorge (22q.11)
- Sindrome de Prader Willi — Angelman (15gq11-13)
- Sindrome de Williams (7q11.23)
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- Sindrome de Miller-Dieker (17p13.3)

- Sindrome de Wolf-Hirschhorn (4p16.3)
- Sindrome de Smith-Mangenis (17p11.2)
- Sindrome de Kallman (Xp22)

- Sindrome de Grouchy (18p-)

- Sindrome de Taybi Rubinstein (16p13)
- Sindrome de Langer-Giedon (8q24)

1.2.1.1.4 Duplicaciones

Este término se refiere a la presencia adicional de un segmento
cromosémico que por consiguiente produce una trisomia parcial. La mayoria se
presentan en la misma direccion (directa), aunque puede aparecer invertida.
Una duplicaciéon puede presentarse de manera individual o en combinacion con

otros reordenamientos.

Se les considera menos frecuentes que las deleciones y menos severas.
So6lo unas pocas se les asocia a sindromes definidos como por ejemplo el

Cornelia de Lange que implica una duplicacion distal en 3q (De Lange, 1933).

1.2.1.1.5 Isocromosomas

Son el producto de un tipo especial de delecion y duplicacion que dan
lugar a un cromosoma compuesto por dos brazos idénticos (Solari, 2004).En
primer lugar ocurre una rotura a nivel del centromero, luego se pierde uno de

los brazos y el otro brazo, que queda unido al centrémero, se duplica.

El isocromosoma Xq (iXq) es el mas frecuente. Es el resultado de la
duplicacion del brazo largo de un cromosoma X, con pérdida del brazo corto.

Produce un fenotipo de Sindrome de Turner.

1.2.1.1.6 Cromosomas marcadores
Un pequefio fragmento cromosdmico cuyo origen no pueda ser
determinado se denomina cromosoma marcador o cromosoma extra

estructuralmente anormal (ESAC) o cromosoma supernumerario. Aunque hoy
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en dia se consigue identificar la procedencia de muchos de ellos mediante
técnicas de FISH o SKY (cariotipo espectral multicolor) (Otero Goémez et. 4i.,
2006).

La gran mayoria de los ESACs provienen de cromosomas acrocéntricos,
resultando de los reordenamientos en los que participan las regiones satélites o

a las centroméricas (Moreno Garcia et. dl., 2004).

Un marcador de los mas frecuentes es el que proviene de la duplicacion
invertida de la region proximal el cromosoma 15. Se ha observado tanto en
individuos sanos como en pacientes con anomalias, y parece que la importancia

del fenotipo esta en relacion con el tamafio del fragmento (Webb et. &/., 1998).

En ocasiones es posible su diagndstico prenatal (Carrasco Juan et. dl.,
1990). Se asocian con retraso mental o anomalias congénitas, pero el riesgo de
que se produzca este fenotipo es del 13% cuando aparece de novo, siendo
minimo cuando el marcador esta también presente en alguno de los padres
(Gravholt y Friedrich, 1995).

1.2.1.2 Alteraciones numéricas
En su conjunto tienen una incidencia de 1 cada 200 (0,5%) recién

nacidos vivos y pueden ser de dos tipos: aneuploidias y poliploidias.

1.2.1.2.1 Aneuploidias

Término que hace referencia a la ganancia o pérdida de cromosomas
individuales. La pérdida de un cromosoma se denomina monosomia y la
ganancia trisomia, generalmente se asocia a un peor fenotipo la pérdida que la
ganancia. La ausencia completa de un par cromosémico (nulisomia) es
incompatible con la vida. En ocasiones la alteracion sdlo afecta a parte de un
cromosoma siendo por tanto una aneuploidia parcial. Pueden aparecer en
mosaico 0 no y su principal causa es la no disyuncidn meidtica. La tabla 1

detalla las incidencias estimadas para las aneuploidias mas frecuentes.
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Tabla 1 Incidencias de las aneuploidias mas frecuentes (Gardner y Sutherland,

2003)
Sindrome de Down (trisomia 21) 1/660-1/800
Sindrome de Edwards (trisomia 18) 1/6000-1/8000
Sindrome de Patau (trisomia 13) 1/12000
Sindrome de Klinefelter (XXY) 1/1000
Sindrome de Turner (XO) 1/3000-1/4000
Duplo Y (XYY) 1/1000
Triplo X (XXX) 1/1000

A) Trisomia 21

El Sindrome de Down se describid por primera vez en 1866 (Down,
1866), aunque no se conocid su base cromosdmica hasta 1959 (Lejeune et. di,
1959). Se considera el tipo mas frecuente de retraso mental congénito.
Presenta un fenotipo peculiar (De Grouchy y Turleau, 1984, Pai et. 4/, 2003)
caracterizado por fisuras palpebrales oblicuas, hipoplasia de la nariz, lengua
protruyente, macroglosia (lengua mas grande), braquicefalia (cabeza mas
corta), estatura baja, hipotonia muscular, linea simiesca en la palma de las
manos, defectos cardiacos (canal atrioventricular), un grado variable de retraso

mental, etc (Novo Villaverde, 2007).

La gran mayoria de los casos se deben a una no-disyuncién durante la
gametogénesis, de los que un 75% ocurre en meiosis I. El riesgo de recurrencia
de tener un hijo con trisomia 21 estd en torno al 1%. En algunos casos
(estimado un 5%) son producto de una translocacion robertsoniana
generalmente entre los cromosomas 14 y 21. Y en ocasiones puede presentarse
en forma en mosaico, implicando un menor grado de retraso (Papavassiliou,
2009) y desconociéndose el riesgo de transmision de la trisomia en estos

individuos.

Se considera que no es necesario ser portador de todo un cromosoma

21 completo, sino que existe una region critica en la banda 21g22.3 que es la
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responsable de las caracteristicas mas comunes del Sindrome de Down
(McCormick et. 4/, 1989).

B) Trisomia 18

Se establecid como Sindrome de Edwards en 1960 tras la publicacion
de Edwards et 4/, 1960. Se caracteriza (De Grouchy y Turleau, 1984, Pai et.
dl., 2003) por retraso en el crecimiento intrauterino (CIR), fisuras palpebrales
pequefias, boca pequefia, manos caracteristicas con el segundo dedo
superpuesto sobre el tercero y el quinto sobre el cuarto, ademas de tendencia a
los pufios cerrados, los pies equinovaros, defectos cardiacos, anomalias
gastrointestinales y genitourinarias, hipoplasia muscular, etc. Es letal tanto en
fetos como en recién nacidos. Durante la infancia es también altamente letal,
llegando sdlo el 5-10% al primer afio de vida y raros casos han llegado a la
edad adulta. Incluso se ha visto algin caso de individuos con inteligencia
normal cuya trisomia 18 se ha diagnosticado durante o pasada la infancia (Baty
et al., 1994).

La mayoria de los casos con trisomia 18 estandar son producto de
errores de no disyuncién meidtica, cuyo principal factor de riesgo es la edad
materna avanzada. No se ha encontrado una region critica responsable del
fenotipo, que parece suavizarse si la trisomia 18 se encuentra en mosaico o

sélo es una trisomia parcial.

C) Trisomia 13

También denominado Sindrome de Patau fue descrito en 1960 (Patau
et. dl., 1960)y se caracteriza por presentar microftalmia, labio leporino, fisura
palatina, polidactilia, pies equinovaros, Ulceras en el cuero cabelludo,
holoprosencefalia y otras malformaciones del sistema nervioso central, ademas

de anomalias genitourinarias, etc (De Grouchy y Turleau, 1984).

Al igual que en el caso anterior, solo el 5-10% de los que nacen
alcanzan el primer afio de vida. El retraso mental y de crecimiento suele ser
severo. Ocasionalmente se encuentran adultos con trisomia 13 (Baty et. 4/,
1994).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McCormick%20MK%22%5BAuthor%5D
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La mayoria de los casos se deben a errores de no disyuncion, pero la
edad materna no parece afectar tanto como en la trisomia 21. Se estima que el
10% de los casos se originan de cromosomopatias estructurales (Pai et 4l.,
2003).

Se consideran dos posibles regiones criticas con sus particulares
fenotipos (Tharapel et.dl,, 1986):

- Trisomia 13q proximal: que incluye las bandas 13q11g22 y que se
caracteriza por anomalias craniofaciales (nariz hundida y corta,
labio leporino, fisura palatina), aumento de proyecciones nucleares

en neutrofilos y alto nivel de hemoglobina.

- Trisomia 13 distal: que incluye la region 13g32-qter, es mas comun
y se asocia a la trisomia 13 completa. Se caracteriza por
hemangiomas en la linea media, polidactilia, anomalias
genitourinarias y un retraso severo tanto mental como del

crecimiento.

D) Monosomia del cromosoma X (45,X0)

También conocido como Sindrome de Turner. Fue en 1959 (Ford,
1959) cuando la ausencia de un cromosoma X se asocié como la causa de las
anomalias descritas por Turner, 1938 y por Ullrich, 1930. Se estima que el 99%
de las concepciones 45, XO no llegan a término y de hecho el 20% de los

abortos espontaneos del primer trimestre son portadores de esta monosomia.

La principal caracteristica es la baja estatura, pero el fenotipo es muy
variable dependiendo de la edad, la presencia o no de mosaico, si proviene o
no de una anomalia estructural y los patrones de inactivacién del cromosoma X
(De Grouchy y Turleau, 1984, Pai et. &/, 2003). Ecograficamente se identifican
por un higroma quistico cervical o hidrops durante el primer o segundo
trimestre. Los recién nacidos son de estatura normal pero presentan el cuello

alado (pterigium coll)), orejas grandes, paladar muy arqueado, ufias muy
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convexas, linfoedema en el dorso de manos y pies, asi como defectos cardiacos

(en el 20% de los casos).

Durante la infancia y adolescencia pueden identificarse fallos en el
aprendizaje. Aunque el retraso mental es raro se asocia con frecuencia a
cromosomas X en anillo. No tienen un desarrollo normal de la pubertad, ni

menstruaciones regulares.

El fenotipo del Sindrome de Turner es tan variable que pasa de ser letal
en la etapa fetal, durante la infancia puede serlo también debido sobre todo a
fallos cardiacos, pudiendo llegar a la edad adulta y entonces presentar alto
riesgo de desarrollar diabetes mellitus, ostoporosis, hipertension y patologias de

la piel, como la frecuente formacion de queloides.

El 40% de los pacientes presentan monosomia del X en todas las lineas
celulares, el 20% son portadores de un isocromosoma del X (iXq) y el resto son
consecuencia de un mosaico 45,X0/46,XX, cromosoma X en anillo,
translocaciones que impliquen al X o deleciones parciales. Pocos casos se deben
a mosaicos 45,X0/46,XY.

E) Sindrome de Klinefelter (47,XXY)

Se describié en 1942 (Klinefelter et. &/.,1942) y se caracteriza por
hipogonadismo e infertilidad (De Grouchy y Turleau, 1984, Pai et. 4/., 2003).
Son varones normales al nacimiento y se suelen reconocer durante la
adolescencia. Suelen tener extremidades largas, lo que les hace ser altos,
dientes largos, clinodactilia en el quinto dedo, sinostosis radioulnar. El retraso
mental no suele estar asociado a este sindrome aunque pueden ser inmaduros,
timidos e inseguros. Pacientes con cariotipos 48,XXYY o 48,XXXY si muestran
disfunciones cognitivas. El hipogonadismo se debe a una atrofia testicular y
altos niveles de gonadotropinas. Suelen presentar azoospermia y el 30% de los

casos presenta ginecomastia.

Presentan alto riesgo de desarrollar diabetes mellitus, obesidad,

carcinoma de mama y tumores en células germinales.
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La edad materna avanzada no parece ser un factor de riesgo. El
cromosoma X extra es de origen materno en los dos tercios de los casos y

paterno en el resto.

F) Duplo Y (47,XYY)

Estos varones son dificilmente diagnosticados por caracteristicas
clinicas. Suelen presentar sinostosis radioulnar, falta de deseo sexual,
infertilidad, azoospermia o alguna enfermedad mental. Son altos, con la cara y
las orejas alargadas. Es comun el comportamiento agresivo, déficit de atencion
e hiperactividad. El desarrollo en la pubertad puede verse ligeramente

retrasado.

G) Triplo X (47,XXX)

Son mujeres con un fenotipo variable. Algunas pueden ser
asintomaticas o débilmente afectadas, considerandose que sélo el 10% de los
casos se diagnostica. Presentan estatura alta, hipotonia, clinodactilia, anomalias
renales y genitoruinarias y fallo ovarico prematuro, con problemas de fertilidad.
Durante el desarrollo pueden presentar déficit cognitivo y dificultades para el

aprendizaje, asi como déficit de atencién (Ottesen et. &/, 2010).

Se origina por una no disyuncién durante la meiosis, aunque en un
20% de los casos puede deberse a una no disyuncion postcigotica. Se asocia a
la edad materna avanzada. Se cree que su fenotipo puede deberse a que haya

genes que se escapen a los mecanismos de inactivacion del cromosoma X.

1.2.1.2.2 Poliploidia
Ocurre cuando se presentan variaciones de tres o mas dotaciones
haploides, siendo la situacion de euploidia la que presenta la dotacion de

cromosomas completa; siendo en la especie humana el estado diploide.
A) Triploidia

Es el nombre especifico cuando se presentan tres dotaciones haploides.

Es el tipo mas frecuente de poliploidia, se estima que en un 2% de todas las
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concepciones, la gran mayoria son letales y son muy raras en nacidos vivos, de
hecho si llegan a nacer normalmente mueren en el periodo neonatal. Se
considera la causa de un 16% de los abortos espontaneos cromosdmicamente
anormales. La edad de los padres no parece tener relacidon y el riesgo de
recurrencia es bajo (De Grouchy y Turleau, 1984, Pai et. &/, 2003). El
mecanismo mas comun para una triploidia es la fecundacion de un o6vulo por

dos espermatozoides o por un espermatozoide diploide.

Sus principales caracteristicas son retraso en el crecimiento
intrauterino, labio leporino, fisura palatina, microftalmia, sindactilia, pies
equinovaros, el sistema genitourinario suele ser normal en mujeres y con
malformaciones en hombres, defectos cardiacos y también en el sistema
nervioso central como onfalocele, mielomeningocele, hidrocefalia, agenesia del

cuerpo calloso, etc.
B) Tetraploidia

Es el nombre especifico de la poliploidia que porta cuatro dotaciones
haploides. Un 6% de los abortos espontaneos cromosdémicamente anormales
presentan una tetraploidia. Normalmente es debida a un fallo en la primera

divisién mitotica del cigoto.

El primer caso de paciente vivo fue descrito por Golbus et. 4/, 1976. Se
caracteriza por retraso en el crecimiento intrauterino, microcefalia, anomalias
en las orejas, nariz ancha, frente prominente, manos y pies estrechos vy
alargados, defectos cardiacos, malformaciones genitourinarias, retraso mental,
etc. El paciente de mayor edad recogido fue una mujer que llegé a los 21 afos

a pesar de sus multiples malformaciones (Pai et. 4/., 2003).

1.2.1.3 Polimorfismos cromosomicos, variantes o

heteromorfismos

El término polimorfismo tiende a usarse actualmente en el contexto de
genes o moléculas y los otros dos términos, variantes o heteromorfismos,

parecen mas apropiados cuando nos referimos a cromosomas (Kowalczyk,
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2007). De manera que un heteromorfismo cromosémico es un ejemplo de
polimorfismo genético. Sea como sea, aportan variabilidad a la especie sin
tener repercusion en el fenotipo del portador. Se consideran regiones
cromosdmicas microscopicamente visibles que varian en tamafo, morfologia y

tincion.

Ya en 1966, se determind la incidencia de los polimorfismos en la
poblacion de un 2-3% (Egozcue et. dl., 1978). Estas alteraciones se detectan
mediante técnicas de citogenética convencional y afectan a las regiones
heterocromaticas de los cromosomas acrocéntricos, es decir a las regiones de
los organizadores nucleolares, y de las constricciones secundarias de los pares
1,9, 16 e Y. Lo que se observan son diferencias en el tamafio de esas regiones
heterocromaticas, constituidas por DNA ribosémico. Con frecuencia, tras
detectar algin polimorfismo mediante bandas G, se usan las bandas C

(regiones heterocromaticas) o NOR (satélites) para su comprobacion.

- Se conocen cromosomas que varian en el tamafio y posicion de la
heterocromatina en las regiones 1gh, 9gh, 16gh e Ygh. Incluso en estas
regiones ocurren inversiones que se consideran también variantes de la
normalidad. La mas frecuente es la inv(9)(p11q12), asi como inversiones del

cromosoma 1.

- Variaciones de heterocromatina en los cromosomas 3, 4 y 18 se

conocen pero se observan con muy baja frecuencia.

- La longitud del brazo corto de los cromosomas acrocéntricos presenta
variaciones cominmente observadas. Se deben a diferentes cantidades de
secuencias de DNA repetidas en tandem (Kowalczyk, 2007) y se localizan en
gll, gq12 y gql13. Han sido descritas translocaciones entre autosomas y estas
regiones NOR que se han confundido con aumento de la longitud de los
satélites y por lo tanto tenian implicaciones en el fenotipo del portador
(Benzacken, 2001, Strake et. /., 2005).
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Los polimorfismos podrian servir para distinguir células maternas de
células fetales en cultivo de liquido amnidtico, y como prueba de paternidad,
pero al estar cada vez mas desarrollado el uso de técnicas de biologia

molecular de mayor resolucion, éstas no han llegado a tener tales aplicaciones.

Sin que se trate de verdaderos polimorfismos, existen otro tipo de
alteraciones heredables sin aparente efecto en el fenotipo del portador como
son los UBCA o anomalias cromosdmicas no equilibradas y los EV o variantes de

eucromatina (Barber, 2005, Kowalczyk et. 4/., 2007).

1.2.2 Citogenética molecular: hibridacion in situ
fluorescente (FISH)

Finalmente, la Citogenética Convencional se ha combinado con técnicas
de Biologia Molecular para producir una nueva disciplina conocida como
CITOGENETICA MOLECULAR. La técnica de mayor uso en la clinica dentro

de este nuevo apartado es la hibridacion /n situ con fluorescencia (FISH) que se

basa en hibridar sobre el genoma de la muestra una sonda de DNA marcada
con un fluoréforo para identificar una secuencia especifica y complementaria.
Las sondas anteriormente se marcaban con isotopos radioactivos, pero
actualmente son oligonucledtidos acoplados a una sustancia fluorescente
(fluoresceina, sulforrodamina, etc.) que absorbe la luz ultravioleta que se le
irradia en el microscopio de fluorescencia y que emite a una longitud de onda
mayor, lo cual nos permite observarlo mediante el uso de filtros adecuados e

incluso fotografiarlo.

Este método en diagndstico prenatal utiliza entre otros el kit
AneuVysion (Vysis) que fue autorizado su uso en diagndstico prenatal por la
FDA (Food and Drug Administration) en 1997. Sirve para cuantificar la
presencia de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y con lo que se detectan o
descartan las aneuploidias mas frecuentes explicadas anteriormente, con

imagenes como las que se muestran en la tabla 2. Estudios de FISH en ntcleos
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interfasicos de muestras prenatales llevaban realizandose desde 1993 sdlo a

nivel de investigacion.

Tabla 2 Imagenes de nicleos hibridados mediante FISH con las sondas del Kit prenatal
de Aneuvysion (Vysis)

Nucleo femenino Nucleo masculino Nucleo con dos Nucleo con dos

con dos con dos cromosomas 13y | cromosomas Xy

cromosomas 18 cromosomas 18 dos cromosomas un cromosoma Y
21 (Sd. Klinefelter)

Nucleo femenino Nucleo con un Nucleo con tres Nucleo con dos
con tres cromosoma Xy dos | cromosomas 13y | cromosomas 13y
cromosomas 18 cromosomas 18 dos cromosomas tres cromosomas
(Sd. Edwards) (Sd. Turner) 21 (Sd. Patau) 21 (Sd. Down)

Esta técnica presenta una alta sensibilidad y especificidad. En algunos
laboratorios han publicado datos del 100% de ambos parametros (Witters et.
al, 2002, Wang et. 4/, 2008). Ademas de una nula o baja tasa de falsos
positivos y falsos negativos (Wang et. &/, 2008 y Philip et. 4., 1994). La
concordancia estimada entre los resultados del FISH y los obtenidos por
citogenética convencional son extremadamente altas: 100% (Liu et, 4/, 2010),
99,8% (Tepperberg et. &/, 2001) y >99.5% (Philip et. 4/, 1994). En general es
un método de diagndstico rapido, barato, exacto, sensible y especifico (Philip
et. dl., 1994).
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Su gran ventaja frente al cariotipo es que ofrece resultados tanto en
metafases como en nucleos interfasicos. Con lo que no hace falta esperar el
tiempo del cultivo celular para obtener un resultado, incluso llegando a

obtenerse un resultado 24 horas tras la extraccion de la muestra.

Una limitacion importante es que mediante esta técnica no es posible
conocer la causa de una aneuploidia, es decir si ésta se ha originado por
translocacion, estandar, si se trata de un isocromosoma, etc. Se dificulta por lo
tanto el consejo genético (Peach et. &/, 2007) y es por lo que se suele usar en

combinacion con el estudio del cariotipo.

Como se acaba de comentar, la técnica de FISH en diagndstico prenatal
se usa habitualmente para detectar aneuploidias, pero en ocasiones interesa
detectar otro tipo de alteraciones. Para ello se emplean distintos tipos de
sondas especificamente disefiadas para detectar deleciones, translocaciones,
inversiones, reordenamientos, etc. Ademas resulta especialmente Util para

detectar mosaicismos.

A partir del FISH han derivado otras técnicas de citogenética molecular
menos usadas hoy en dia en diagndstico pero muy usadas para la investigacion
en este campo, como son la hibridacion gendmica comparada (CGH o array-
CGH) y el cariotipo multicolor, bien sea espectral (SKY-FISH) o multiplex (M-
FISH). Estas técnicas complementan pero no excluyen al andlisis del cariotipo.
Ademads, se usan otras técnicas de biologia molecular para este tipo de
diagnosticos, entre ellas la QF-PCR, reaccién en cadena de la polimerasa con
fluorescencia cuantitativa, que se desarroll6 hace unos 10 afios en investigacién

y parece ofrecer buenos resultados por lo menos en diagndstico prenatal.

1.3 Técnicas de diagndstico prenatal

invasivo
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Se utilizan tres posibles métodos para hacer diagnostico prenatal
invasivo, que son Biopsia de Vellosidades Coriales (BVC), Amniocentesis (LA) y
Funiculocentesis (SC). Todas comparten el objetivo comin de diagnosticar o

descartar anomalias cromosémicas durante la etapa fetal.

1.3.1 Biopsia Corial (BC) o Biopsia de vellosidades
coriales (BVC)

El estudio de las vellosidades coriales se basa en el hecho de que la
placenta o corion frondoso es un derivado mitdtico del cigoto, es decir que se
desarrolla a partir de las células provenientes del évulo fecundado por el
espermatozoide, y por lo tanto debe tener la misma informacion genética que el
feto. Esta técnica se suele emplear para analizar no solo alteraciones

cromosdmicas, sino también metabdlicas o genéticas.

La BVC constituye un procedimiento alternativo al estudio del liquido
amniotico. Permite la deteccion de alteraciones citogenéticas en estadios mas
precoces del embarazo ya que esta recomendada su realizacion entre las
semanas 11 y 13 de la gestacion (Nicolaides, 2005). Por lo tanto, los resultados
se obtienen aproximadamente un mes o mes y medio antes que los de la
amniocentesis, recomendada en la semana 16, y en caso de interrupcion de la
gestacion, ésta conllevara un menor riesgo. Ademas con esta técnica no existe
la necesidad de invadir la cavidad amnidtica. Sin embargo, presenta algunas
desventajas frente a ellas, como que algunos autores le atribuyen mayor riesgo
de aborto (Tabor et 4/, 2009) y no permite detectar las anomalias por

defectos del cierre del tubo neural.

Mediante citogenética convencional se ha estimado que en biopsia de
vellosidades coriales (BVC) se detecta el 97°5-99°6% de las anomalias
cromosomicas, no detectando pequefios reordenamientos, menores de 5-10

millones de pares de bases (Peach et. d/., 2007). Se le atribuye una sensibilidad
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de 98°6-99 '5% y una especificidad de 98 "5-98 8% (Hahnemann y Vejerslev,
1997-2),

Historicamente, las técnicas de biopsia placentaria se desarrollaron para
el diagnostico rapido de la mola hidatiforme: producto defectuoso de la
concepcidn que se caracteriza por tumefaccién edematosa de las vellosidades

coriales cuyo diametro es de 0,1-3cm y de aspecto de racimo de uvas.

La biopsia de vellosidades coriales comenzd a hacerse en China en
1970, para examinar los corplsculos de Barr. En esta época habia un intenso
programa de control de la poblacion, asi que interesaba conocer el sexo fetal lo

mas pronto posible (Anshan, 1975).

Fue en 1982 cuando se consiguieron los primeros casos diagnosticados
mediante biopsia de vellosidades coriales por investigadores de la entonces
Unidn Soviética (Kazy et. &/, 1982). En Italia, el grupo de Brambati adquirio
gran experiencia en este campo. Ellos comenzaron comparando tres formas de
realizar la BVC: via transcervical con fetoscopio y aspirado con y sin guia por
ultrasonido (Brambati, et. &/, 1986).

El supuesto de que la placenta era genéticamente idéntica al feto
quedd desechado cuando se descubrié que la inactivacion del cromosoma X en
algunas gestantes diferia entre la placenta y el feto. En éste, la inactivacion de
uno de los cromosomas X se produce al azar, de modo que aproximadamente
en el 50% de las células se inactivara el materno y en el resto el paterno. En
cambio, en la placenta se inactiva siempre el cromosoma X paterno, hecho que
confiere a los tejidos de la interfase maternofetal una mayor similitud con los
de la madre (Harrison, 1989, Lyon, 1988).

Desarrollo, histologia y fisiologia de la vellosidad corial

Aproximadamente una semana después de la fecundacion, en el estado
de blastocisto, se identifican varios grupos de células. Unas daran lugar al
embridn y otras, las de la periferia, daran lugar a la placenta y permitiran que

aquél se implante en el interior del Gtero o cavidad endometrial iniciando una
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interrelacion funcional entre la madre y el feto a través de este “6rgano
transitorio”. El desarrollo placentario se inicia pocas horas después de la
implantacién, cuando determinados grupos de células del cigoto comienzan a
diferenciarse en células del trofoblasto que formaran la placenta (Dexeus et.
dl, 1989, Redman et. 4/, 1995). Estas células trofoblasticas tienen un
comportamiento bioldgico Unico que se asemeja a un cancer por su capacidad
de infiltrar o invadir el endometrio. El trofoblasto va formando muiltiples

ramificaciones o arborescencias que son las vellosidades coriales que se infiltran

en el endometrio y alrededor de ellas llegan las arterias maternas formando
lagos sanguineos que regresan después, por las venas, a la circulacion

materna.

Una vellosidad corial presenta durante el primer trimestre de
embarazo una zona central de células mesenquimales rodeada por una capa
interna de citotrofoblasto y otra exterior de sincitiotrofoblasto (Redman et. dl.,
1995). La parte apical se denomina baston celular de citotrofoblasto y es una

densa columna de células (imagen 6).

Mediante el uso de timidina tritiada para detectar la sintesis activa de
DNA, se observo que a lo largo de una vellosidad las células del mesénquima y
del citotrofoblasto presentan divisién, no habiendo tal actividad en las zonas del
sincitiotrofoblasto (Koulischer et. &/, 1985). Siendo la zona del baston celular la
de mayor nimero de células en division. Por lo tanto, las técnicas de
diagnostico directo analizan las mitosis de este grupo de células. Asi que se
debe tener en cuenta la importancia de preservar la integridad de esta zona
tanto en el momento de la toma de muestra como en su procesamiento
posterior para los estudios cromosomicos directos. La ausencia de mitosis en
preparaciones directas probablemente sea debido a la pérdida accidental de
esta columna celular. Las células del citotrofoblasto tienen una vida media muy
limitada en los cultivos a largo plazo, solamente perduran unos pocos dias en
cultivos in vitro, pero también proveen de metafases al cultivo directo. En
cambio, las células del mesénquima en las mismas condiciones crecen

rapidamente, formando colonias de fibroblastos porque a pesar de no tener
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mucha actividad mitética, la recobran tras el cultivo largo (Wegner, 1995). Es
por esto que, tras la obtencién de la biopsia de vellosidades coriales, es
interesante estudiar ambos tipos celulares, mediante el empleo de técnicas de

diagnostico directo y técnicas de cultivo de ese mismo tejido a largo plazo.

Imagen 6 Esquema de una vellosidad corial (Koulischer et. 4/, 1985)

Columra de
células del
citotrofoblasto

Citotrofoblasto

Las vellosidades coriales se encargan de realizar las funciones
respiratorias, digestivas, excretoras y endocrinas durante la etapa mas critica
del desarrollo, funciones todas que, posteriormente, requeriran de la actividad
conjunta de muchos 6rganos y sistemas interrelacionados para mantener la
vida extrauterina y adulta. Este 6rgano va a permitir el intercambio de gases y
nutrientes, aunque no el paso libre de sustancias, pues constituye un filtro. Asi
pues, la placenta resulta indispensable e insustituible para lograr el adecuado

desarrollo y crecimiento fetal.
Vias de obtencion de la BVC

Esta prueba invasiva se realiza bajo control ecografico para ubicar
correctamente el Gtero, la placenta y el feto, independientemente del examen
ecografico que se haya realizado previamente. Dependiendo de la ubicacion de
la placenta y del feto, asi como de la experiencia del operador, se selecciona la
forma de obtencion (Brambati et. 4/, 1986, Redman et. &/, 1995):
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a) Transvaginal: es muy similar a la toma de una muestra para una
citologia cervico-vaginal, pero bajo estrictas medidas de asepsia. Con un fino y
flexible catéter de plastico estéril y bajo control ecografico, se dirige al sitio
donde esta la placenta, en un espacio libre entre el Utero y el corion, en donde
se pueden encontrar las vellosidades coriales flotando hasta la semana 12 de la
gestacion. Finalmente se toma una pequefa cantidad mediante una suave

aspiracion.

b) Transabdominal: el procedimiento es parecido a la amniocentesis,
con la diferencia de que la aguja se dirige a la placenta sin introducirse en la
cavidad amnidtica. La aguja, de 18G o 20G (gauges), cuyo grosor aumenta al
disminuir el nimero, va conectada mediante una canula a una jeringa con la
que se hace vacio para aspirar la muestra. También se realiza bajo control

ecografico.
Mosaicismo confinado a la placenta

Se estima que en 1 de cada 1000 casos en que el resultado de la
biopsia de vellosidades coriales es normal, el feto puede tener anomalias
cromosomicas. Este falso negativo puede deberse a un mosaicismo confinado a
la placenta. Se considera que el porcentaje de éxito del analisis cromosdmico
en las muestras de BVC es muy alto, en torno al 98%. Sin embargo,
aproximadamente un 1-2% de las muestras presentan resultados ambiguos
(Toth et. &/, 2001, Schreck et. &/, 1990) debido a la presencia de lo que se

denomina Mosaicismo confinado a la placenta. Este es considerado la principal

limitacion de la técnica de BVC.

La interpretacion de los mosaicismos cromosomicos en cultivos de
biopsia de las vellosidades coriales es, en la mayoria de los casos, bastante
complicado puesto que, puede existir una verdadera discrepancia entre la
dotacién cromosomica de las células del tejido embrionario/fetal y las del tejido
corial. Esta dicotomia es el resultado del conjunto de complejos

acontecimientos que tienen lugar en los estadios iniciales de la embriogénesis.
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Tanto el linaje celular afectado como el momento del desarrollo en el
que se produce la apariciébn de la segunda linea celular viable, son los
responsables de los distintos patrones de mosaicismo que nos podemos

encontrar (Kalousek y Vekemans, 1999):

A) Si la segunda linea celular viable se produce tras la primera divisién
post-cigética o un poco después, es muy probable que, la distribucion de
ambos genotipos en la mérula en mayor o menor grado, genere mosaicismo
cromosomico tanto en las células del embridn/feto como en las de la placenta,

que es el mosaicismo generalizado (imagen 7).

Imagen 7 Mosaicismo generalizado en placenta y feto (Kalousek y Vekemans,
1999)

Imagen 8 Mosaicismo confinado a placenta (izqda.) o feto (dcha.) (Kalousek y
Vekemans, 1999)

B) También se puede producir un mosaicismo en estadios posteriores

al de mérula (estadio de blastocisto), en cuyo caso el mosaicismo quedaria
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confinado bien a la placenta o bien al embrion o feto, menos frecuente y

conocido como mosaicismo confinado al embridn o feto (imagen 8).

C) Cuando por el contrario, la segunda linea celular viable surge tras la
tercera division postcigdtica (estadio de 8 células), la localizacion de esa linea
celular mutante en la mérula sera la que determine su impacto sobre el
embrién. Unas pocas células localizadas en capas internas contribuyen
frecuentemente al incremento de la masa celular en mayor medida que las de
la periferia. Una distribucién desigual de ambas lineas celulares incrementa la
probabilidad de que solamente una linea celular esté involucrada en la
formacion del embridn, mientras que el mosaicismo quedaria confinado

Unicamente a la placenta, y por tanto se denomina mosaicismo confinado a la
placenta (imagen 9).

Imagen 9 Mosaicismo confinado a la placenta (Kalousek y Vekemans, 1999)

Existen tres tipos de mosaicismo confinado a la placenta en gestantes
con un feto cromosémicamente normal (tabla 3): el tipo I es el mas comun, es
el mosaicismo confinado a la placenta propiamente dicho y se ha podido
constatar que los estudios citogenéticos realizados en vellosidades coriales
mediante cultivos directos (células del citotrofoblasto) manifiestan una
incidencia de 0,8 — 2% de mosaicismo (Kalousek y Vekemans, 1999). En
algunos casos puede producir crecimiento intrauterino retardado (CIR). Los
otros dos tipos de mosaicismo son de muy baja frecuencia. El tipo II es poco
comun y se observa al analizar células de un cultivo largo, habiendo sido

asociado en algunos casos a un retraso en el crecimiento fetal. El tipo III es
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muy raro y se asocia a retraso en el crecimiento fetal y posterior muerte.
Kalousek y Vekemans (1999) resumen los tres tipos de mosaicismos en la

siguiente tabla:
En cualquier caso, se aconseja:

- Estudiar el mayor nimero de células posible.

- Confirmar el cariotipo fetal mediante estudio en otros tejidos fetales:
el liguido amnidtico o la sangre del cordodn.

- Monitorizar cuidadosamente el embarazo.

- Si llega a término, realizar un analisis citogenético de ambos tejidos

para establecer el tipo de mosaicismo.

Tabla 3 Tipos de mosaicismos confinados a la placenta segin el tejido en el

que se localizan (Kalousek y Vekemans, 1999)

Mosaicismo confinado a la placenta

Tipo I Tipo II Tipo III
Citotrofoblasto  Aneuploidia Normal Aneuploidia
(Directo) (mosaico o no) (mosaico o0 no)
Mesénquima Normal Aneuploidia Aneuploidia
(Cultivo) (mosaico o no) (mosaico o0 no)
Tejido fetal Normal Normal Normal

1.3.2 Amniocentesis (LA)

Esta técnica de puncién para obtencién de liquido amniético se lleva
realizando desde 1930 (Menees et. 4/, 1930). Sus primeras aplicaciones fueron
para analizar el antigeno Rh fetal (Bevis y Manc, 1952) o determinar el sexo
fetal mediante tinciones de Papanicolaou y Giemsa (Fuchs y Riis, 1956). Es a
partir de 1966 cuando comienzan los cultivos de células amnidticas y el analisis
de los cromosomas (Steele y Breg, 1966). Hoy en dia, sigue siendo la técnica
mas utilizada para realizar diagndstico citogenético prenatal ya que presenta

mayor fiabilidad y técnicamente es mas sencillo que la BVC o SC.
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El liguido amnidtico aporta al feto un medio con condiciones Optimas
para su desarrollo, ya que se mantiene una temperatura adecuada, permite
movimiento y crecimiento y ofrece proteccion fisica.

La composicion del liquido amnidtico varia (Rooney y Czepulkowski,
1992) en funcion de la edad gestacional. Sus células provienen del amnios, del
feto (piel, aparato urogenital, conducto traqueobronquial y sistema digestivo), y
de la madre, células generalmente sanguineas. Tras unos dias de cultivo,
desaparecen muchos tipos celulares, quedando a las dos semanas solamente
células epiteliales, fibroblastos y amniocitos, éstos son de origen fetal y derivan
principalmente de la piel fetal y del amnios. Las células epiteliales derivan de la
piel fetal, aparato genitourinario, respiratorio y digestivo, vagina, conjuntiva y
amnios. Los fibroblastos son las células que mejor se comportan en cultivo y
que mas subcultivos soportan. Luego los amniocitos y por Ultimo las células
epiteliales (Carrera et. /., 1987).

Si tomaramos una muestra durante el tercer trimestre de gestacion,
encontrariamos también células queratinizadas del feto. Ademas de células, el
liguido amnidtico estda compuesto por agua (98-99%) y otros componentes:
aminoacidos, proteinas, lipidos, carbohidratos, enzimas, hormonas, urea,
creatinina, etc.

El liquido amnidtico debe tener un color amarillo palido, ligeramente
opaco dependiendo de la densidad celular. ElI color ocre suele deberse a
hemorragias previas, ya que la hemdlisis de la sangre antigua causa ese color

parduzco.

Técnica

El momento O&ptimo durante la gestacion para realizar una
amniocentesis es entre la semana 15 y 16 de embarazo, porque es cuando se
estiman 200ml de liquido amnidtico (Gosden, 1983), volumen suficiente para
gue la extraccion de aproximadamente 20ml (10%) no tenga repercusion
negativa en el feto. Ademas las células extraidas durante este periodo crecen

en cultivo con la velocidad necesaria para poder dar un diagndstico en pocas
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semanas y se ha calculado que el porcentaje de fallo del cultivo es menor de
0'5% (Gersen y Keagle, 2005).

El intervalo suele abarcar sin problemas hasta la semana 18, llegando a
realizarse en ocasiones amniocentesis tempranas, previas a la semana 15 e
incluso tardias, posteriores a la semana 24 de gestacion. Antes de la semana 14
se han observado mayor nimero de pérdidas fetales significativamente si se
comparan con las amniocentesis posteriores, ademas de nacidos con pies
equinovaros, fallo en el cultivo y pérdida de LA tras la puncion (CEMAT, 1998,
Sundberg et. 4/, 1997, Nagel et. 4/, 1998).

La puncion se realiza siempre bajo control ecografico, ademas del
examen previo que debe incluir la aproximaciéon de la semana de gestacion,
presencia de uno o mas fetos, frecuencia cardiaca fetal, localizacion placentaria,
existencia de anomalias estructurales, ademas de la identificacién del saco
amnidtico para decidir por dénde realizar la puncién evitando atravesar la

placenta y si no haciéndolo en la zona de menor grosor (Borrel et. &/., 2000).

Actualmente las amniocentesis se realizan sin anestesia local y sin
ingreso, sélo ambulatorio. La aguja cominmente usada es la de 226G, que se
inserta una vez se limpia la zona a pinchar con povidona yodada. Se retira el
fiador cuando se llegue a la cavidad amnidtica y se conecta la jeringa. Se
aspiran entre 16-20ml. Tras la retirada de la aguja se precisa de valoracion

ecografica.

1.3.3 Funiculocentesis (SC)

La sangre materna llega hasta los lagos sanguineos que rodean las
vellosidades coriales, pero nunca pasa al feto. La sangre fetal circula por el
cordon umbilical y llega a la placenta, a sus vellosidades, donde queda
separada de la sangre por la membrana placentaria, que nunca rebasa. La
placenta humana es hemocorial; esto quiere decir que la sangre materna y fetal

nunca se mezclan.
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Esta técnica también denominada cordocentesis, comenzd a usarse
para el estudio de hemoglobinopatias (Valenti, 1973) gracias al desarrollo de
las técnicas de fetoscopia (visualizacion del feto en el Gtero) que permitieron la
extraccion de sangre fetal a partir del cordén umbilical. Concretamente, la
puncion se realiza sobre la vena umbilical fetal (Daffos et. &/, 1985) al final del

segundo trimestre de la gestacion.

Es una técnica que estd considerada de mayor riesgo que la biopsia de
vellosidades coriales y que la amniocentesis (Den Hollander et. &/, 1994). Se le
considera con una tasa de mortalidad tras el procedimiento mayor (2 °1%) que
la de la amniocentesis (0 '5%). Acar et. &/. 2007 estiman también el riesgo de
aborto tras una funiculocentesis entre 1-3%. Hay autores que plantean incluso
gue en gestaciones avanzadas se puede practicar una BVC en vez de la
funiculocentesis, sélo con la desventaja de que la actividad mitdtica en este

tejido se ve disminuida al avanzar la gestacién (Pijpers et. &/., 1988).

El diagnodstico citogenético se obtiene en 48-72 horas, bastante rapido
si se compara con el tiempo de cultivo de vellosidades coriales o liquido

amniotico.

El acceso a la sangre fetal sirve ademas para realizar el cariotipo
(Morrison y Rodeck, 1997) para determinar valores hematoldgicos, bioquimicos
y seroldgicos. También es de utilidad en actuaciones terapéuticas como la
transfusion intravascular fetal en enfermedad hemolitica o la administracion de
plaquetas en trombopenias. En casos especificos es preferible analizar la sangre
fetal en vez del liqguido amnidtico, como ejemplo enfermedades hematoldgicas

del tipo de la anemia de Fanconi.

Técnica

Se extraen 1-2ml, maximo 5ml, de sangre de cordon en un tubo
esterilizado y con heparina sddica, usando agujas de 20-22G. El tiempo de

cultivo necesario para obtener un cariotipo es de 2 a 4 dias.
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Precisa también de un examen ecografico detallado del feto, de la
placenta y del espacio amnidtico, asi como de la localizacién para una puncion
accesible. Se recomienda la zona de insercion placentaria del corddn, aunque
se puede realizar en zonas libres de asa de corddn. Para la puncién, la vena
umbilical es mejor que la arteria porque tiene menor riesgo de espasmo vy

bradicardia fetal.

Una alternativa a la puncién en el cordén es usar el trayecto
intrahepatico de la vena umbilical (PIH: puncion intrahepatica). A pesar de ser
una puncion mas complicada, ofrece ventajas en situaciones en las que haya

que atravesar la placenta o que la posicion fetal no permita acceder al cordon.

Tiene un elevado riesgo de contaminacién con células maternas, lo cual
genera un especial problema si el cariotipo obtenido es femenino ya que no se
podria distinguir de un cariotipo femenino materno. Se puede confirmar que se
trata de muestra fetal si se analiza el valor del volumen corpuscular medio de
los hematies que es mayor que el de sangre adulta y debe ser superior a 100,
segun método Coulter (VCM= hematocrito/conteo de eritrocitos x100). Existen
otros métodos para aislar exclusivamente eritrocitos fetales como el test de
Keihauer-Betke (Zhang et. 4., 2010) o la desnaturalizacion alcalina (Den
Hollander et. &/., 1994).

1.3.4 Indicaciones para una prueba invasiva

Este tipo de pruebas estan indicadas en mujeres embarazadas con alto
riesgo de tener un hijo con anomalias cromosomicas. Este riesgo se obtiene en
funcion de varios parametros marcadores que aportan un valor de probabilidad.
Hasta hace pocos afios, este cribado de cromosomopatias frecuentes dependia

exclusivamente de datos epidemioldgicos:

a) Historia familiar.
b) Edad materna superior a 35 afos.

c) Antecedentes clinicos.
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Esta forma tan sencilla presentaba baja eficacia, baja sensibilidad

(menor al

30%) y alta tasa de falsos positivos (10%). Por lo que se han

planteado nuevas formas de cribado o screening (Bach et. &/., 2004, Fortuny ét.

al., 2005,

Nicolaides,

Fortuny et. 4/, 2006, Medina Castellano, 2006, Nicolaides, 2004,
2005). En la actualidad hay diversidad de métodos de cribado de

aneuploidias segun la localizacion. En nuestro pais, se encuentran diferencias

entre las distintas Comunidades Auténomas y también en las distintas areas

sanitarias. Las estrategias mas comunes son:

a)
b)

<)
d)

Unicamente la edad materna avanzada.

Marcadores bioquimicos del segundo trimestre y edad materna
avanzada en un calculo combinado de riesgo.

Sélo marcadores ecograficos.

Método combinado del primer trimestre (test combinado) que
calcula el riesgo proporcional segin la edad, los marcadores
ecograficos (principalmente la sonoluscencia nucal) y los

marcadores bioquimicos (PAPP-A y fraccion libre de la BhCG).

En resumen, a una gestante se le recomienda una u otra de las

técnicas invasivas en funcion del momento del embarazo en que se detecten

una o mas de las siguientes situaciones:

Edad materna avanzada.

Marcadores bioquimicos en suero materno.
Progenitores portadores de anomalia cromosémica.
Gestacion previa con alguna anomalia cromosémica.
Anomalias ecograficas.

Comprobacion de un resultado previo.

A continuacion se describen las principales indicaciones:

1.3.4.1 Edad materna avanzada

La asociacion de la edad materna avanzada con el aumento del riesgo

de tener concepciones con anomalias cromosodmicas se conoce desde hace ya

muchos afios (Penrose, 1933), incluso antes de que se estableciera la

asociacion del Sindrome de Down con la trisomia 21 (Lejeune et. &/, 1959).



INTRODUCCION 61

Penrose afirma que “la edad del padre es un factor insignificante en la etiologia

del mongolismo, haciendo hincapié enteramente en la edad de la madre”.

Hassold T., Hunt P.S. y Sherman S. publican un trabajo en 1993 sobre
las trisomias en humanos. Acerca de su origen establecen que un 5% de los
casos se deben a no disyunciones mitdticas. Asocian la causa mas frecuente de
trisomia en humanos a errores en la disyuncion de la meiosis I materna. Y los
pOCOS casos que se asocian a causas paternas, se refieren en su mayoria a
errores en la meiosis II. Especialmente asociado a la no disyuncién paterna
esta el 50% de los casos de Sindrome de Klinefelter y trisomias de los
cromosomas medianos y grandes. A pesar de la cantidad de estudios que se
han hecho sobre el tema, todavia no se han establecido con éxito los factores
etioldgicos que subyacen estas anomalias, aunque se piensa que deben existir
factores ambientales implicados, asi como predisposiciones familiares, ademas
del indudable efecto de la edad materna. Se han planteado multitud de
hipétesis sobre el efecto de la edad, llegando incluso a plantear que lo que
disminuye es la probabilidad de abortar un feto trisomico en vez de aumentar
la frecuencia en que se crean. Lo que si planteaban era que no existian
diferencias entre la media de edad materna en los casos de no disyuncion en
meiosis I y II, lo que sugiere que la edad afecta por igual a ambos tipos de

divisiones.

Hassold et. &/, 1995 estudiando material procedente de aborto con
trisomias 16 plantean un modelo que relaciona la recombinacién anémala con
la causa de trisomia, siendo un factor importante de predisposicion. Para ello se
ha de formar un bivalente con alto nimero de emparejamientos anormales con

otro bivalente, particularmente en la region proximal.

Hultén et. 8/, 2008 sugieren que la mayoria de los fetos femeninos
normales son mosaicos ovaricos de trisomia 21 y que la edad materna causa
una seleccion diferencial de esas células durante el desarrollo fetal y postnatal
hasta la ovulacién. Asocian el hecho de haber encontrado tales mosaicismos

ovaricos a la alta recurrencia de las trisomias 21 en mujeres jovenes.
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Oliver et. /., 2008 sugieren que la no disyuncion del cromosoma 21 en
el oocito esta asociada a patrones alterados de recombinacion que se refieren a
que no se realicen intercambios, un simple intercambio en la region telomérica
0 uno en la regién pericentromérica. Para ellos, el riesgo de la ausencia de
intercambios 0 de uno solo a nivel del telomero no se asocia a la edad del
oocito. En cambio, el riesgo de no disyuncion creado por un Unico intercambio

a nivel del centromero aumenta con la edad materna.

Ghosh et. 4/, 2009 se basan en los trabajos del equipo de Oliver y
también trabajan sobre la idea de que las mujeres jovenes presentan mas
errores en meiosis I que en meiosis II. Los autores encuentran una alta
proporcion de ausencia de recombinacion en mujeres jovenes, no tan alta
como las mujeres de mayor edad pero si mayor que las mujeres de mediana
edad. La recombinacion colabora con la orientacion de los cromosomas
adecuadamente en el huso meidtico, por lo que su reduccién o ausencia se
relaciona con el riesgo de no-disyuncion. Se plantea que las mujeres jovenes
presentan mayor numero de intercambios de recombinacién en la zona

peritelomérica y las mujeres mayores en la zona pericentromérica.

Segun Hassold y Hunt (2009), tanto los errores en meiosis I como en
meiosis II aumentan con la edad materna, pero mediante mecanismos de no-
disyuncion diferentes. Algunos cromosomas son mas propensos que otros a
cada una de esas rutas. Ademas plantean que exista una compleja relacion
entre recombinacién alterada y edad materna. La proporcién de casos en
meiosis I asociados a fallos en la recombinacion aumenta entre las mujeres
jévenes, por debajo de los 30 afos, y se incrementa aln mas en las mujeres
mayores, por encima de los 40 afos. Para ellos, la meiosis femenina humana
tiene asociada cierta predisposicién al error, no Unicamente ligada la divisidn
meidtica sino en la que estan implicados otros aspectos como la relacion entre
recombinacién alterada y las trisomias humanas. Por lo tanto el efecto de la
edad materna no es un hecho aislado, sino que debe haber mas de un

mecanismo dependiente de la edad.



INTRODUCCION 63

También en el 2009 Allen et. 4., plantean otras hipdtesis. Para ellos, la
clara asociacion entre la edad materna avanzada y la no-disyuncion del
cromosoma 21 esta restringida a los errores meidticos del dvulo, en el 90%,
siendo casi inexistentes los casos en los que se deben a errores paternos o
mitoticos postcigéticos. La edad materna avanzada se asocia significativamente
a la meiosis I y a la meiosis II. A todas las edades los errores en meiosis I son
mas numerosos que en meiosis II. Sin embargo, el ratio de errores I/1I difiere
segin la edad materna. Es menor entre las mujeres jovenes (<19 afos) y
mayores (240 afos), y es mayor entre las mujeres de mediana edad. Los
errores en meiosis I disminuyen significativamente a partir de los 40 afios. Se
cree que factores adicionales mas frecuentemente presentes al principio y al
final de la edad reproductora guian ese aumento de errores meidticos en los

que las cromatidas hermanas fallan al separarse adecuadamente.

El grupo de Allen plantea, citando trabajos de otros autores, que la
detencion en meiosis y su reanudacion después de muchos afios puede
comprometer la habilidad del oocito de completar la meiosis adecuadamente.
Muchas hipédtesis sugieren que el efecto de la edad materna se debe a la
degradacion de la maquinaria meidtica. Se han visto cambios en la expresion
génica en oocitos jovenes comparados con oocitos de adultos en ratdn.
Algunos de estos perfiles génicos alterados estan implicados en la regulacion
del ciclo celular, la estructura del citoesqueleto, vias energéticas, el control de
la transcripcion y respuestas a estrés. Asi que tales cambios pueden afectar a
las anomalias observadas en el huso meidtico visto en mujeres mayores.
Ademas los sistemas de checkpoint que controlan el ensamblaje del huso y el
movimiento de los cromosomas pueden no ser efectivos en los oocitos de

mayor edad.

En conclusion, se establece relacion entre la edad materna y fallos en
la disyuncién meidtica de los ovocitos. Sin olvidar que la edad paterna
avanzada como posible fuente del error en la disyuncién meidtica y errores

mitdticos tras la formacion del cigoto también estan implicados aunque con
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menor probabilidad. Se conocen calculos de riesgo de anomalias cromosomicas

asociadas con cada grupo de edad (tabla 4).

Tabla 4 Riesgos de trisomia 21 y otras cromosomopatias segin la edad
materna (Hook, 1981, Cuckle, 1987 )

Edad Materna Riesgo de sindrome Riesgo de otras

de Down cromosomopatias
15 1:1578 1:454
20 1:1528 1:525
25 1:1351 1:475
30 1:909 1:384
35 1:384 1:178
36 1:307 1:148
37 1:242 1:122
38 1:189 1:104
39 1:146 1:80
40 1:112 1:62
43 1:49 1:30
45 1:28 1:18
50 1:6 =

Desde algunos afios, existe en este pais una tendencia a cambiar el
criterio de edad materna avanzada de los 35 a los 38 afnos como indicacion
para procedimiento invasivo en diagnostico prenatal, debido a que el cambio
del screening del segundo trimestre al screening del primer trimestre
(planteado por Nicolaides en el afno 2005 y explicado mas adelante) ha

aumentado la sensibilidad.

1.3.4.2 Datos ecograficos

Los marcadores ecograficos son modificaciones fetales detectables
ecograficamente cuya presencia es significativamente mas frecuente en
presencia de fetos con anomalias cromosomicas respecto a fetos

cromosomicamente normales (Fortuny et. &/, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cuckle%20HS%22%5BAuthor%5D
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La sonoluscencia o translucencia nucal (SN, TV) es una acumulacion

fisioldgico y transitorio de liquido en la regidn de la nuca fetal que procede

embrioldgicamente del sistema linfatico paracervical. Se mide en mm vy es la

medida y no la presencia lo que indica riesgo cuando su espesor es superior a

2,5-3mm, entre la semana 10,5 y 13,5 de embarazo. Es un marcador muy

sensible y especifico de las trisomias 21(T21), 18 (T18) y 13 (T13), asi como de

monosomias (XO) y alteraciones estructurales. Cuanto mayor sea, mayor

riesgo.

A continuacion se resumen los principales marcadores ecograficos para

las trisomias mas frecuentes (Chen y Chien, 2007, Carrera et. 4/, 2008, Ruoti
et. &/, 2008):

TRISOMIA 21

Hipoplasia nasal.

Aumento del pliegue nucal.

Anomalias cardiacas: comunicaciones auriculo-ventricular,
interauricular o interventricular.

Atresia duodenal o esofagica.

Hiperecogenicidad cardiaca o intestinal.

Fémur o himero corto.

Ventriculomegalia.

Arteria umbilical Unica.

TRISOMIA 18

Craneo en fresa.

Quistes en los plexos coroideos.

Micrognatia.

Alteraciones cardiacas, toracicas y abdominales.

Alteraciones en manos y pies.

TRISOMIA 13

Holoprosencefalia.

Alteraciones faciales, cardiacas y abdominales (onfalocele).

Hidrops generalizado.
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Crecimiento intrauterino retrasado (CIR).

Arteria umbilical Unica.

MONOSOMIA DEL CROMOSOMA X

Higroma quistico.

Translucencia nucal aumentada.
Hidrops fetal.

Anomalias cardiovasculares.
Anomalias urinarias.

Anomalias en las extremidades.

Otras anomalias estructurales.

1.3.4.3 Marcadores bioquimicos

Los marcadores bioquimicos son sustancias de origen fetal o

placentario, detectables en suero materno que, en presencia de determinadas

anomalias

cromosomicas fetales se encuentran  significativamente

incrementadas o reducidas respecto a fetos sin tales anomalias (Fortuny et. &/,

2005). La tabla 5 resume los marcadores utilizados, su origen y la variacion de

sus concentraciones en suero materno cuando hay alteracion cromosomica.

Tabla 5 Resumen de los principales marcadores bioquimicos, su origen y lo que

ocurre para que sea indicativo de patologia (Bach et. 4/., 2004)

Marcadores Origen

AFP Fetal

BhCG total o Placentario

libre

Estriol no Feto-placentario

conjugado (uE3)

Inhibina A Placentario
(citotrofoblasto)

PAPP-A Trofoblasto

Indicacion

lenT21
1 enT21
lenT18y T13
lenT21

1 en T21 en 20 trimestre
(semana 13-16)

| en 19 trimestre en todas

AFP: a-fetoproteina, BhCG: gonadotropina coridnica humana B, PAPP-A: proteina A

plasmatica asociada al embarazo
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e Screening combinado del primer trimestre (Nicolaides,
2005)

El riesgo de detectar una anomalia cromosoémica aumenta con la edad
materna como ya se ha visto. En cambio, se considera que disminuye seguin se
incrementa la edad gestacional. Esto se debe a que es mas probable una
muerte intradtero en un feto con cromosomopatias que en un feto normal, y
dicho riesgo disminuye conforme avanza la gestacion. Para un feto portador de
una trisomia 21, el riesgo de muerte a partir de la 12 semana es del 30% y de
la semana 16 del 20%. En el caso de las trisomias 13 y 18, la tasa de muerte

fetal a partir de la semana 12 es del 80%.

El riesgo calculado debe ser individual de cada gestante y en él influye
la edad materna y la edad gestacional. Para calcular el resultado del screening
se combinara con los hallazgos ecograficos y las pruebas bioguimicas en sangre

materna.

a) Screening combinado de la edad materna y la translucencia nucal
(NT) fetal: la principal dificultad es el calculo de la NT. Si ésta se mide con
éxito, se obtiene una tasa de falsos positivos del 5% y una tasa de deteccién
que oscila entre el 70-80% de la trisomia 21 y otras cromosomopatias

importantes. Con una tasa de falsos positivos del 2%, la deteccién es del 70%.

b) Screening en embarazos gemelares: cuando son bicoridnicos, las
tasas son similares al apartado anterior de embarazos individuales. En
gestaciones monocoridnicas, la tasa de falsos positivos es mayor. Esto se
explica porque el hecho de observar el pliegue nucal aumentado se puede
deber a que ocurra una anomalia cromosdmica 0 a una manifestacion del

sindrome transfusional feto-fetal entre gemelos.

¢) Screening combinado de TN fetal y concentraciones en el suero
sanguineo materno de la B-hCG libre y PAPP-A: en gestaciones con trisomias 21
los niveles de B-hCG libre son mayores que los de gestaciones
cromosomicamente normales, mientras que los de PAPP-A son menores. De

esta forma se ha demostrado un 90% de deteccion con un 5% de falsos
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positivos y un 80% de deteccion con un 2% de falsos positivos. Para las

trisomias 13 y 18, los valores de ambas moléculas disminuyen. Para las

anomalias de los cromosomas sexuales, la B-hCG libre permanece entre valores

normales y la PAPP-A disminuye. En triploidias por diandria, la B-hCG libre

aumenta y la PAPP-A disminuye levemente, mientras que en las triploidias por

diginia se asocian a un marcado descenso de ambas moléculas. El cribado

usando

esta combinacion es capaz de identificar el 90% de todas estas

anomalias cromosémicas, con una tasa de falsos positivos del 1%.

grupos:

Segun el resultado del screening, las gestantes se clasifican en tres

Grupo de alto riesgo: con valores entre 1/2 y 1/100 a las que se les
ofrece directamente una prueba invasiva.

Grupo de bajo riesgo: con valores inferiores a 1/1000 con poca
probabilidad de anomalias.

Grupo de riesgo intermedio: con valores entre 1/101 y 1/1000. Estas se
someten a un estudio ecografico mas extenso, centrandose en otros
marcadores ecograficos que se consideran sensibles y especificos para
la trisomia 21, como son: la ausencia de hueso nasal, detectada en un
60-70% de los fetos con dicha cromosomopatia y en un 1-2% de los
fetos normales, el flujo ductal anormal, detectado en el 80% de las
trisomias 21 y en un 5% de los fetos normales y la regurgitacién
tricuspidea, detectada en el 70% de los sindrome de Down y en un 5%
de los fetos cromosdmicamente normales. Algunos de éstos ya fueron
comentados en el apartado 1.3.4.2 junto con los hallazgos ecograficos

caracteristicos del resto de las aneuploidias mas frecuentes.

1.3.5 Riesgos de una prueba invasiva

La realizacion de una prueba invasiva indica que se han asumido por

parte del personal médico como por parte de la gestante determinados riesgos,

como pueden ser:
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1. Aborto: es el riesgo mas serio y trascendente. En biopsia de
vellosidades coriales se ha estimado que ocurre en un 2% de los casos (Tabor
et. al., 2009). Cuando se realiza una amniocentesis existe, segun Tabor é&t. 4.,
1986, un 1% de pérdida fetal mas que en gestaciones sin dicha prueba. El
riesgo de aborto depende de varios factores como la practica de quien la
realiza, el nUmero de punciones, el tamario de la aguja, etc., de manera que su
estimacién deberia ser individual. El indice de pérdida fetal estimado para la

funiculocentesis oscilar del 1,5% al 3% (Acar et. g/, 2007).

2. Hemorragias, hematomas y calambres: son sintomas bastante

frecuentes tras la puncién, pero no suelen tener demasiada trascendencia.

3. Infecciones: son raras aunque no deben ser desatendidas. Se

estima que un 0,12% de los casos desarrolla una coriamnionitis.

4. Dafos al feto: a comienzos de los afios 90 se observo que el
realizar una biopsia corial podria incrementar el riesgo de defectos en los
miembros del feto (reducciones de extremidades, falta de desarrollo de los
dedos de la mano o del pie) (Brambati et. &/, 2005). La incidencia de este
defecto es de menos de 1 por cada 1000 embarazadas que se realizan una
BVC, cuando ésta es practicada en semanas tempranas del embarazo. En
amniocentesis el riesgo de lesion fetal es practicamente nulo con buena
experiencia del operador. Tras una funiculocentesis el principal riesgo para el

feto es la bradicardia fetal persistente.

5. Necesidad de repetir el estudio: ocasionalmente el médico no
puede obtener suficiente material o el laboratorio no obtiene un resultado,
porque por ejemplo no haya habido crecimiento de las células en cultivo. En
estos casos se debera valorar la necesidad de volver a repetir la prueba o elegir

otra diferente.

6. En una amniocentesis la pérdida de liquido amnidtico, se

registra en un 0,4% de los casos. Un 40% de gestaciones en que ocurre, los
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nacidos evolucionan normalmente. La reduccion del volumen de LA conlleva

riesgo de hipoplasia pulmonar y deformaciones posturales del feto.

7. En ocasiones se observa mezcla de células al microscopio. Esta
situacion se ha estimado en un 1% para las biopsias coriales y se considera un
resultado ambiguo (Téth et. &/, 2001). La explicacién puede ser variada: una
contaminacion por células maternas, un mosaicismo confinado a la placenta,

mosaico cromosomico, etc.

El mosaicismo cromosomico se define como la presencia de dos o
mas lineas celulares con cariotipos distintos en el mismo individuo; con
frecuencia, una de las lineas celulares es totalmente normal y la otra es

aneuploide.

Los mosaicismos se originan durante el desarrollo post-cigotico como
consecuencia de una no-disyunciéon o una anafase tardia. No obstante, debe
tenerse en cuenta que pueden darse al menos tres situaciones en que la
presencia de mosaicos cromosomicos en las células de un cultivo de un tejido

no sean reflejo de la situacion real del tejido fetal:

A) Las condiciones a que se someten las células en los cultivos in vitro
pueden originar la aparicién de alteraciones en alguna linea celular que

puede ser interpretado como mosaico cuando se estudia.

B) La muestra puede contaminarse con otras  células
cromosomicamente diferentes a las que se estudian, como es el caso

de la contaminacion por células maternas.

C) La proporcion de células normales y anormales encontradas en los
cultivos celulares puede ser diferente de la proporcion de dichas células

in vivo.
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2 Objetivos
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

- Puesta a punto de la técnica de Biopsia de Vellosidades Coriales
y analisis de sus resultados, utilizando la hibridacion /n situ fluorescente (FISH)

y el cariotipo de células cultivadas.

- EBvaluar la aportacion de los resultados obtenidos mediante
Hibridacion in situ fluorescente (FISH) frente al cariotipo en muestras de

liguido amnidtico.

- Valoracion estadistico-descriptiva de los cuatro tipos de pruebas
invasivas para el diagnostico citogenético prenatal: biopsia de vellosidades

coriales, hibridacion /n situ fluorescente, amniocentesis y funiculocentesis.

- Evaluar la concordancia de los resultados comparando los de una

prueba con los de otra cuando se realicen varias sobre una misma gestacion.

- Comparar los casos cromosOmicamente normales frente a los
patolégicos, especialmente en funcion de la edad materna, la indicacion para

realizar la prueba y la frecuencia de aparicion de cromosomopatias.

- Analizar el flujo de informacion entre la clinica y el laboratorio y
proponer una mejora en la recogida de datos y su registro electronico, lo cual

permitira obtener historias clinicas mas completas y ayudara a estudios futuros.
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3 Materiales y métodos
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3.1 Recopilacion de datos

Se realiza un estudio retrospectivo de las muestras prenatales tanto
vellosidades coriales (BVC), liqguido amnidtico (LA) y sangre de cordon (SC)
analizadas en la Seccidn de Citogenética del Hospital Universitario de Canarias
(HUC), haciendo una cohorte histdrica que finaliza el 31 de diciembre de 2009.
Esta cohorte comienza en 1999 con datos sobre amniocentesis vy
funiculocentesis, en cambio no es hasta 2007 cuando se comienzan a realizar
biopsia de vellosidades coriales de manera rutinaria y es el 1 de enero de ese

ano donde da comienzo este estudio.

Durante estos 10 afos, se han analizado 63 muestras de SC y 9119 de
LA, a las cuales desde el afio 2002 se les ha realizado 967 estudios mediante
hibridacion /n situ fluorescente (FISH). El total de muestras de BC analizadas en

los tres anos han sido 115.

Las muestras que llegan a la Seccion de Citogenética del HUC lo hacen
desde este mismo centro, desde el HUNSC (Hospital Universitario Nuestra
Sefiora de Candelaria) también en la isla de Tenerife, del Hospital Nuestra
Sefiora de Las Nieves en la isla de La Palma y ocasionalmente del resto de las
islas de la Provincia.

La informacion para el estudio se recoge de la propia base de datos de
la Seccion de Citogenética del HUC, de la Unidad de Diagndstico Prenatal del

mismo hospital y de las historias de su archivo central.

Debido a la reciente puesta a punto de la técnica de BVC, el analisis
sobre la misma va a ser mas extenso y completo que el de LA, FISH y SC. Las

variables recogidas sobre las Biopsia de Vellosidades Coriales han sido:

Fecha de realizacion.

Edad materna.

Semana de gestacion.

Via de realizacion de la técnica.
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- Indicacion de diagnodstico prenatal.

- Numero de abortos previos.

- Numero de interrupciones voluntarias del embarazos (IVEs) previos.
- Numero de embarazos previos.

- NUmero de fetos.

- Concepcion natural o mediante FIV.

- Desenlace de la gestacion.

- Resultado del FISH.

- Realizacién y resultado del cultivo a largo plazo.

- Contaminacion por células maternas.

Para las muestras de Amniocentesis, FISH y Funiculocentesis se

han recogido las siguientes variables:

- Fecha de realizacion.

- Edad materna.

- Semana de gestacion.

- Indicacion de diagndstico prenatal.
- Resultado.

- Concordancia con otras pruebas si las hubiera.

En cuanto a los motivos de indicacidn para una prueba invasiva se

utilizan:

- Edad materna avanzada.

- Resultado del screening o cribado de aneuploidias.

- Hallazgos ecograficos.

- Antecedentes.

- Combinada, utilizada cuando son dos o mas indicaciones de las ya
enumeradas.

- Comprobacion, cuando se realiza para comprobar el resultado de una

prueba previa.
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- Otros, donde se incluyen indicaciones tipo: no especificas
(sospechoso, sospecha de cromosomopatia, etc.), técnicas artificiales
de fecundacion (ICSI, FIV, etc.), patologias no relacionadas con el
estudio del cariotipo (enfermedad de Duchene, enfermedad de Leign,
leucemias, etc.), consanguinidad, etc.

- Desconocido, en el caso de no estar informado el motivo por el que

se realiza la prueba.

¢ Herramientas estadisticas
Con toda esta informacion se hace un estudio descriptivo de los datos,
haciendo uso del software estadistico SPSS 18 para los datos obtenidos de los

cuatro tipo de pruebas realizadas.

Se realizan contrastes usando el test Chi-cuadrado (x?) o test de
asociacién de variables cualitativas, que permite determinar si hay relacién
estadisticamente significativa o no entre dos variables dicotomicas. Este tipo de
contraste se usa para relacionar las variables edad materna avanzada y

resultado patoldgico.

En algunos casos en los que existe dependencia entre las variables de
estudio, se efectian diversos andlisis de correspondencias, concretamente
entre las indicaciones para realizar una prueba invasiva y los casos en que cada
una de esas pruebas resulta patoldgica. Este tipo de analisis descriptivo permite
representar graficamente las relaciones de dependencia entre los atributos de
las variables de estudio. En dicho grafico, se representan las posibles
modalidades y la proximidad entre los puntos se relaciona con el nivel de

asociacion entre ellas.
Ademas se van a estimar los siguientes parametros:

- Valor predictivo positivo: probabilidad de padecer una enfermedad si
el resultado del test ha dado positivo (Altman y Bland, 1994,

Fernandez, 2003).VPP=patoldgicos/(patoldgicos + normales)
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- Sensibilidad: probabilidad de que un individuo enfermo obtenga un
resultado patoldgico (Altman y Bland, 1994, Fernandez, 2003). Se
relaciona con los casos de falsos positivos. Sensibilidad= verdaderos

positivos/(verdaderos positivos + falsos negativos)

- Especificidad: probabilidad de que un individuo sano obtenga un
resultado normal (Altman y Bland, 1994, Fernandez, 2003). Se
relaciona con los casos de falsos negativos. Especificidad= verdaderos

negativos/(verdaderos negativos + falsos positivos)
3.2 Procesamiento técnico de la muestra

Debido a la organizacion del procedimiento de las muestras de liquido
amnidtico y de vellosidades coriales, a la hora de realizar las hibridaciones del
FISH y los cambios de medios del cultivo, se intentan organizar los dias de
extraccion de muestra en lunes y jueves, aunque no siempre es posible debido
a circunstancias de las pacientes, del calendario de festivos, etc. La entrada de
las muestras de sangre de corddn se prefieren los lunes, martes o viernes

debido a los tres dias de cultivo que precisan.

Lo primero que se hace con una muestra que llega al laboratorio es
registrar correctamente la entrada, dandole un nimero y recogiendo los datos

personales de la paciente asi como la indicacion de la prueba.
3.2.1 Biopsia de vellosidades coriales

El estudio a nivel citogenético de las biopsias de vellosidades coriales
(BVC) se habia realizado de una manera mas o menos puntual en el HUC,
contando, entre los afios 2003 y 2006, un total de 17 determinaciones (no
incluidas en este estudio). Fue durante los Ultimos meses del 2006 cuando se
comienza a poner a punto una nueva técnica para procesar este material y que

se explica detenidamente en el apartado 3.2.2.1.
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Como se recomienda desde la Asociacion Espanola de Diagndstico
Prenatal (AEDP, 2004), se intenta que esté presente un citogenetista en el
momento de la toma de muestra, pudiendo asi hacer una primera valoracion de
la cantidad y calidad de la muestra. Esta se introduce en suero fisiologico y se
transporta al laboratorio. Deben rellenarse correctamente los documentos de
datos personales de la paciente asi como el consentimiento informado para la

prueba que se le realiza.

3.2.2.1 Cultivo de células de vellosidad corial

Una vez en el laboratorio se trabajara, la gran mayoria de la técnica,

bajo la cabina de flujo laminar.

Con la ayuda de una pipeta se coloca la muestra en una placa para
poder evaluar su estado y cantidad. Se separan los coagulos y se limpia con
suero fisiologico. Se dividira la muestra para estudio directo y cultivo a largo

plazo (imagen 10).

Imagen 10 Llegada de la muestra al laboratorio y separacion para ambos tipos

de estudio
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a) Estudio directo

- Colocar aproximadamente 20mg de muestra (Chen et. 4/, 2008) en
un tubo cénico con el medio de cultivo. Se prueba con el medio de cultivo HAM-
F10, habitual del laboratorio para el cultivo de amniocitos, y el medio Chang
(Miguez, 1996), habitual del laboratorio para el cultivo directo de muestras de

aspirado medular de dificil crecimiento.

- Se anaden 0,3ml de colchicina, antimitético que detendra el ciclo
celular en metafase, y se deja actuar durante una hora y media en la estufa a
37°C (imagen 11).

- Con la ayuda de pulsos de centrifuga y una pipeta, se retira
cuidadosamente y casi en su totalidad el medio de cultivo y se afiaden 5ml de
choque hipoténico de KCl al 0,56% (imagen 11). Se incubara en la estufa a
37°C durante 15°.

- De forma similar a la anterior, se retira el choque hipotdnico y se
afiaden 5ml de fijador Carnoy (metanol y acido acético, 3:1), se mezcla en
vortex y se retira el fijador, para afadir 5ml de fijador fresco (imagen 11). Es
decir hemos hecho un lavado con fijador para detener la accion del choque
hipotdnico y se afiade nuevamente fijador para dejar actuar en nevera durante
un tiempo minimo de media hora hasta su extension. Se suele trabajar dejando
la muestra fijandose hasta el dia siguiente, por motivos de horario y para

garantizar su correcta fijacion.

Imagen 11 Pasos de parada del ciclo celular en metafase, tratamiento

hipotonico y fijacion
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- Al dia siguiente se realizan una o varias extensiones del material.
Durante los primeros meses, la extension se realizaba usando una placa
calefactora a 44°C y se curvaba una pipeta pasteur con la ayuda de una llama.
Luego se adquirié un extensor de vellosidades que automaticamente calienta la
superficie donde se coloca el porta y cuenta con un peine para desplazar la
muestra. De una u otra manera lo que se intenta es fijar los nucleos a lo largo

de todo el porta.

- El material se coloca sobre una placa de petri de plastico que se
mantiene inclinada al apoyarla sobre una placa de pocillos microtitter (imagen
12). Con el uso de unas tijeras de punta fina se trocea la muestra y se pasa a
un pocillo limpio. En cada pocillo cabe el volumen apropiado para extender un
solo porta. Se deja precititar, se retira el fijador y se afiade acido acético al
70%. Este se deja actuar unos minutos (2-5°). Se puede observar cémo el
material se va distribuyendo por todo el pocillo y cambiando de un color de
blanquecino hacia mas transparente. Lo que se esta haciendo es una

disgregacion fisica y quimica de la muestra.

- Con una pipeta se coloca sobre uno de los portas y se comienza a
extender. Retirando si ha quedado algin fragmento demasiado grande, se
espera hasta la completa evaporacion del acético. Se comprueba que en la
extension haya un numero suficiente de nlcleos fijados mediante un

microscopio invertido (imagen 12).

Imagen 12 Disgregacion mecanica y quimica y extension de la muestra
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- Se deben realizar varias extensiones, sobre una de ellas se hara el
FISH y las demas, su nimero dependera de la cantidad de material remitido, se
dejaran envejecer en la estufa de 56°C hasta el dia siguiente y se bandearan

con tripsina y giemsa, para estudiar el cariotipo.
b) Cultivo a largo plazo

- La porcidn de la muestra que se va a cultivar debe mantenerse bajo
condiciones de esterilidad. Para iniciar los cultivos se pueden desmenuzar muy
finamente las vellosidades, lo que se conoce como técnica de maceracion (Niazi
et. dl., 1981) o someterlas a tratamiento enzimatico para disgregar las células

del mesénquima.

Imagen 13 Disgregacion mecanica e inclusion de la muestra
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- Tras limpiar la muestra correctamente, se trocean los fragmentos mas
grandes con un bisturi y se introducen en un frasco de cultivo junto con el
medio de cultivo apropiado (imagen 13). Se probaron los siguientes medios de

inclusion:

a) Ham F-10 para cultivo en estufa a 37°C
b) Bio AMF1 para cultivo en estufa de CO, a 37°C

- Ademas de haber probado los cultivos con y sin CO,, se compararon

varias formas de realizar la inclusion del material:
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a) Trocear el material, introducirlo cuidadosamente en el frasco de
cultivo separando los fragmentos, dejar que se fijen a la superficie incubando
en la estufa durante 2 horas, luego afadir medio de cultivo.

b) Tras trocear el material en la placa, afadir el medio de cultivo,
recoger el material y pasarlo al frasco de cultivo.

¢) El material troceado sobre la placa se introduce en el frasco de
cultivo con la ayuda del bisturi. Se afiaden los 4ml de medio de cultivo

directamente al frasco.

- De cualquier manera, el tiempo de cultivo sera aproximadamente de
dos semanas, habra que ir controlando con observacién mediante microscopio
invertido el crecimiento y la ausencia de contaminacion. Los primeros dias no
debe de tocarse el frasco en la estufa, luego cada 4-5 dias se realiza un cambio

de medio, por medio fresco.

- Cuando se observe un crecimiento optimo se realizara un subcultivo
tripsinizando las células, levantandolas y volviéndoles a permitir que se fijen

con medio fresco.

- Si el cultivo crece correctamente, al dia siguiente se realizara la
técnica o sacrificio. Esto consiste en volver a levantar las células del frasco de
cultivo, someterlas a un choque osmético de KCl (5,59g/I) durante 20" a 37°C

y realizar varias fijaciones con Carnoy, incluyendo una de 30" y a 4°C.

- Finalmente se extienden varios portas, una gota por cada uno desde
cierta altitud. Suelen quedar bien si el porta se apoya en el borde de la mesa
del laboratorio, nos colocamos de pie y nuestra mano con la pipeta se sitla a la
altura de nuestra cara. De todas formas se conocen varias formas para
extender y cada laboratorio ha adquirido la suya. Estas preparaciones se
bandean con tripsina y giemsa y se analizan al microscopio dptico, usando el
software Metasystems (Ikaros) de Vysis®.

3.2.1.2 Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) en

biopsia corial sin cultivar



MATERIALES Y METODOS | 86

-La extension que se va a hibridar pasa por un proceso de
desnaturalizacion que consiste en mantener las preparaciones durante 2
minutos en las siguientes soluciones, que deben haberse atemperado

previamente (imagen 14).

- En cada uno de la serie de alcoholes al 70%-85%-100% (-20°C). Dejar

secar en estufa a 37°C.
- En formamida a 73°C (formamida al 70% en 2XSSC, pH 5°3).

- En cada uno de la serie de alcoholes al 70% (muy importante que este
paso sea rapido para detener el efecto desnaturalizante de la formamida con el
cambio brusco de temperatura y de composicion)-85%-100%. Dejar secar en
estufa a 37°C.

Imagen 14 Deshidratacion y desnaturalizacion
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- Las sondas que se van a utilizar pertenecen al kit Aneuvysion de
Vysis®, en el que un vial contiene secuencias de ADN alfa-satélite de la regién
centromérica del cromosoma 18 (18p11.1-g11.1) que esta marcado en acqua,
del cromosoma X (Xp11l.1-q11.1) marcado en verde y del cromosoma Y
(YP11.1-g11.1) marcado en rojo. El otro vial contiene secuencias Unicas de ADN
del gen RB1, aproximadamente 440Kb localizado en el brazo largo del
cromosoma 13 (13gq14) marcado en verde y marcado en rojo el cromosoma 21,

concretamente en la regién critica del sindrome de Down (DSCR: “Down
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Syndrome Critical Region”) midiendo aproximadamente 200Kb y se localiza en
el brazo largo en 21g22.13-q22.2.

- Se afiaden 10ul de cada vial a cada lado de la preparacion, se coloca
sobre cada gota un cubre y se envuelve la preparacion con Parafim®, para
evitar la entrada de oxigeno entre cubre y porta que inhibiria la reaccion de
hibridacion (imagen 15). El paquete se introduce en una caja himeda y se
incuba en una estufa a 37°C durante un minimo de 16 horas.

Imagen 15 Afiadir sondas a la preparacion, cubrir y envolver con Parafiim®
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Imagen 16 Lavado y contratincion de la preparacion
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- Normalmente se dejan hasta el dia siguiente, momento en el que se

retira el Parafilm® y el cubre. Se introduce en una jarra tipo coplin con
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2xSSC/0,1% NP-40 agitando durante 2°. Se afiaden 10yl de DAPI (4',6-
Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato) a la preparacién algo himeda, para la
contratincion de los nulcleos (imagen 16). Se colocan dos cubres nuevos,
dejando la preparacién lista para ser analizada bajo el microscopio de

fluorescencia, usamos el software Metasystems (Isis) de Vysis®.
3.2.2 Amniocentesis (LA)
3.2.2.1 Cultivo de células de liquido amnioético

Para obtener metafases tras el cultivo de muestras de liquido amniotico

se ha seguido el protocolo habitual de la Seccion de Citogenética.

3.2.2.2 Hibridacioén in situ con fluorescencia (FISH) en

liquido amniético sin cultivar

Para esta técnica se usan las mismas sondas, software y microscopio
que para BVC (3.2.1.2).

- Una vez registrada e identificada la muestra, se centrifugan 2-5ml de

liquido amnidtico, durante 10" a 2000rpm.

- Se resuspende el pellet o botdn celular en 8ml de choque hipotonico
durante 20" a 37°C en bafo-maria o estufa, pipeteando cada 5° para romper

las membranas celulares.

- Se afiade 0°5ml de fijador Carnoy a temperatura ambiente con el

vortex y centrifugar 5° a 2000rpm. Decantar el sobrenadante.

-Se afiaden esta vez 8ml de fijador (atemperado en nevera),
homogeneizar la muestra y dejar en reposo durante 15" a temperatura

ambiente.

- Pasado este tiempo se centrifuga 5° a 2000rpm. Decantar el

sobrenadante y afiadir 4ml de fijador, homogeneizar y conservar en nevera a


http://pb.merck.de/servlet/PB/show/1301000/124653es.pdf
http://pb.merck.de/servlet/PB/show/1301000/124653es.pdf
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4°C hasta que se vayan a hacer las extensiones para el FISH, minimo 20" o

hasta el dia siguiente.

- Se centrifugan las muestras 5° a 2000rpm. Tras decantar el
sobrenadante se afade fijador para que el pellet celular quede a una

concentracidon adecuada. Extender y dejar secar al aire.

- Se introducen las preparaciones en una solucion de pepsina (0°6 mg de
pepsina, 003 ml de HCI 1 N, 100ml de agua destilada) durante 20-30" a 37°C,

este tiempo se aumenta segun la edad gestacional.

- Las extensiones se pasan a una solucién de formaldehido (2°5 ml de
formaldehido, 5 ml de MgCl, 100 ml de 1xPBS) durante 10" a temperatura

ambiente.

- Pasar por una serie de alcoholes en grado creciente de 70%-85%-

100% durante 2 en cada uno y dejar secar al aire.

- Se introducen las preparaciones en la solucion de formamida (ya
descrita) a 72°C durante 5°.

- Rapidamente se deshidratan las soluciones en alcoholes en grado
creciente durante 2” en alcoholes a 70%-85%-100%, preferiblemente en frio.
Se sacan y se permiten que se evapore el alcohol hasta que estén totalmente

secas.

- Se afiaden 10ul de la sonda en cada porta en la placa a 72°C durante
4’. Se coloca el cubre y se envuelven en parafilm, para mantenerlas a 37°C

minimo durante 16 horas, en camara himeda.

- La solucién 0,4X SSC/0,3% NP-40 se precalienta a 72°C y se lavan las
preparaciones durante 2° agitando cada 30 segundos. El segundo lavado se
hace durante 2° en 2XSSC/0,1%NP-40 a temperatura ambiente agitando cada
30 segundos. Dejar secar totalmente las muestras. Nota: dejar sélo 20

segundos la preparacion de la sonda 13-21.
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- Se afiaden 10ul de DAPI al 50% diluido en agua, se coloca un cubre y

se pone en camara oscura para llevar al microscopio de fluorescencia.

3.2.3 Funiculocentesis (SC)
3.2.3.1 Cultivo de linfocitos de sangre de cordon

Para obtener metafases tras el cultivo de muestras de sangre de corddn

se ha seguido el protocolo habitual de la Seccion de Citogenética.
3.2.3.2 FISH de sangre de cordon

- Esta técnica se realiza sobre la muestra una vez transcurridos los 3

dias de cultivo que requiere.

- Luego se realiza una extensién que se envejece mediante 2h en la
estufa de 60° C o en el microondas 1°45" " a 800W.

- El tiempo de desnaturalizacion en formamida es de 2.

- El resto del protocolo es idéntico al explicado en el apartado 3.2.2.2.
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4.1 Biopsia de Vellosidades Coriales

4.1.1 Descripcion de la serie de Biopsias Coriales

Durante los afios 2007, 2008 y 2009 han sido analizadas un total de
115 muestras de Biopsia de Vellosidades Coriales (BVC) variando entre

30 y 45 muestras al afio (grafica 1).

Grafica 1 Evolucion anual del nimero de muestras de BVC por afio (n=115)
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Tabla 6 Descripcion poblacional de las muestras de BVC

Gestaciones 108
Gestaciones dobles 2

Gestaciones triples 1

Edad gestacional (semanas) Media 1224 +£1°3
n=110 Rango 9-16

Edad materna (afios) Media 34°'15+5'5
n=114 Rango 18 43

Via de toma de muestra 99 13% Transabdominal

Los valores medios se acompafian de la desviacion tipica

A alguna de las gestantes le corresponde mas de una muestra (tabla

6), debido a un embarazo gemelar, al que ademas hubo que repetir una de las
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punciones y le corresponden 3 muestras; otro embarazo gemelar con 2

muestras y un embarazo triple con 3 muestras.

La media de semana gestacional en la que se realizo la Biopsia Corial
fue 12. El 56 5% de las muestras se realizaron entre las semanas 10 y 12 de
embarazo. El resto se realizd en la semana 9 (2°6%) o entre las semanas 12 y
16 (36 '5%).

La media de edad materna entre las gestantes fue de 34 afios (tabla

5), situandose entre los 30 y 35 afios el 32% de las BVC realizadas (grafica 2).

Grafica 2 Distribucion de frecuencias para las edades a las que se ha realizado
la BVC (n=114)
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Grafica 3 Frecuencias de las indicaciones de BVC (n=73)
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Las principales indicaciones para realizar una Biopsia de Vellosidades
Coriales han sido los hallazgos ecograficos y el screening del primer trimestre,

ambos en porcentajes similares, 38 3% y 37% respectivamente (grafica 3).

La via de obtenciéon mas utilizada fue la transabdominal (99 "13%).

En 2 casos realizados durante el afio 2009, se probd la obtencién de muestra
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por via transvaginal. En ellos se consiguieron resultados con la técnica de
hibridacion /n situ fluorescente (FISH), pero no en los cultivos, ya que en una
muestra no se obtuvo resultado y en la otra crecieron exclusivamente células
maternas. Con frecuencia, la muestra presenta aspecto hematico. En estos
casos ademas de separar cuidadosamente las vellosidades coriales de los
coagulos, es conveniente considerar la aumentada probabilidad de que el

resultado observado esté contaminado por células maternas.

4.1.2 Descripcion de los resultados de Biopsias Coriales

Tabla 7 Resumen de los resultados de BVC

Resultados diagnosticados 112 97 4%
Resultado normal del FISH 92 80%
Casos masculinos 50 43°4%
Casos femeninos 42 36 5%
Resultado del FISH con cromosomopatia 19 16°'5%
Sd. Down (+21) 4 3748%
Sd. Edwards (+18) 6 5°22%
Sd. Patau (+13) 5 435%
Sd. Turner (X0) 3 2°61%
Triploide (69) 1 0'87%
Falso mosaicismo 1 0'87%
Sin resultado 3 2°61%
Repeticiones de extraccion de muestra 1 0°87%
Contaminacion materna 9 12°9%%*
Cariotipo tras cultivo a largo plazo 34 29°57%
Amniocentesis posterior 10 8°70%
No concordantes cultivo/FISH 4 3°48%

LA: liquido amnidtico, +21: trisomia 21, +18: trisomia 18, +13: trisomia 13, XO:
monosomia X, FISH: hibridacion /in situ con fluorescencia, *contaminacion materna

calculada sobre n=70 fetos masculinos o patoldgicos
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De las 115 muestras analizadas, el 97 4% fueron informativas
(tabla76). Esto indica que en tres casos no se emitid un informe: en una
ocasion se repitio la puncion debido a material insuficiente en el primer intento

y en los otros dos se procedid a realizar una amniocentesis posterior.

En una ocasion se registrd un falso mosaicismo. En un principio fue
interpretado como un posible mosaico Down, es decir dos lineas celulares, una
normal (99%) y otra portadora de una trisomia 21 (1%). Finalmente, y tras
comprobacidon mediante amniocentesis, se descartd. Interpretandose aquel

resultado como una hibridacion inespecifica de la técnica de FISH.

La patologia detectada mediante la técnica de FISH en Biopsia Corial
representa casi un 17% de las muestras analizadas. Si observamos como se
distribuye dicha patologia (grafica 4), es la trisomia 18 la aneuploidia mas
frecuente (32%) seguida de la trisomia 13 (26%) y en tercer lugar la trisomia
21 (21%).

Grafica 4 Resultados patoldgicos obtenidos mediante FISH en BVC (19/115;
16°5%)
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La contaminacion materna mediante la técnica de FISH sdlo se
puede detectar en fetos varones (n=51) o patoldgicos (n=19) y de ellos se
pudieron identificar 9 contaminaciones celulares maternas, lo que representa

aproximadamente un 13% (9/70) de estos casos, es decir un 7°8% (9/115) del
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total. Entre ellos la mayoria son gestantes menores de 38 afios, sélo una es
mayor de esa edad. En 3 de estos casos se detectd patologia, dos Sindromes

de Turner y una trisomia 18 masculino.

En relacion a la obtencién de cariotipo, se ha trabajado tanto el
cultivo directo como el cultivo a largo plazo. En cultivo directo no se han
conseguido resultados hasta la fecha. Durante los primeros meses se intentaron
obtener metafases por cultivo directo, mediante la adicién de colchicina al
medio de cultivo y su incubaciéon a 37°C durante una hora y media. Se probd
con el medio de cultivo HAM-F10 y Chang (Miguez, 1996) (utilizado en nuestro
laboratorio para el cultivo directo de muestras de aspirado medular de dificil

crecimiento) sin conseguir los resultados esperados.

A finales de marzo de 2008, se comenzaron a registrar los intentos de
realizar cultivos a largo plazo de BVC. Desde ahi al final de la cohorte se
obtuvieron 34 cariotipos tras cultivo (30% aproximadamente de la poblacion
total), lo que supone el 50% de las muestras entre marzo 2008 y diciembre de
2009. Para el cultivo a largo plazo, la forma en que mejores resultados se
obtuvieron fue la de introducir en el frasco el material fragmentado y luego
anadir el medio de cultivo. Al evaluar crecimientos segun el tipo de medio de
cultivo, se consiguieron para la incubacion con CO, (Bio AMF1) mejores
resultados debido al mayor nimero de cultivos exitosos, menor tiempo de

cultivo y mayor nimero de metafases obtenidas.

Se realizaron 10 amniocentesis posteriores a la biopsia corial para
comprobacion de resultados. Todos eran en gestantes mayores de 38 afios y
entre los cuales se detectaron dos casos patoldgicos, un Sindrome de Edwards
femenino y un Sindrome de Turner. Otra de las amniocentesis, como se acaba

de comentar, sirvié para descartar un posible mosaico Down de baja expresion.

Se registraron n=9 gestaciones con Biopsias de Vellosidades Coriales
que habian sido concebidas mediante técnicas de reproduccion asistida.
Esto representa un 26 5% de los casos en que se pudo recoger este dato

(n=34) y un 7°8% del total. Sdélo una de ellas se realizd sobre una gestante
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mayor de 38 afios. Se detectaron dos casos patoldgicos, una trisomia 21

masculino y una trisomia 13 femenina.

En cuanto a la historia reproductiva de las gestantes, se recopild la
siguiente informacion: 48 gestantes habian tenido embarazos previamente, 15
interrupciones voluntarias del embarazo (IVEs) y 23 abortos espontaneos. De
ellas se reviso cuales habian tenido anomalias cromosdmicas en esta gestacion

y se muestran los resultados en la tabla 8.

Tabla 8 Relacién del resultado de la BVC con la historia reproductiva previa de

las gestantes

Con aneuploidia Sin aneuploidia
n=19 n=91
Embarazos previos 5/48 42/48
IVE previas 2/15 13/15
Abortos previos 1/23 20/23

En el desenlace de las gestaciones se detectaron diferencias
importantes (grafica 5). No se detectd ningln parto entre los casos con
anomalia cromosdmica, todos los registrados fueron IVE (n=15). Entre los
casos sin anomalia cromosomica la mayoria concluyeron en parto (n=42),
registrandose también abortos espontaneos e IVEs debidas a diferentes

motivos como pueden ser malformaciones presentes en el feto.

Grafica 5 Comparacion del desenlace de las gestaciones entre los grupos con y

sin anomalia cromosomica
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4.1.3 Concordancia de los resultados obtenidos por FISH en

Biopsias de Vellosidades Coriales

4.1.3.1 Con el cariotipo por cultivo a largo plazo

De las 33 ocasiones en que se obtuvo cariotipo tras cultivo a largo
plazo, en 29 casos éste coincidia con el resultado del FISH (tabla 9): 8
hembras, 16 varones y 5 casos patoldgicos, dos sindromes de Down, dos
sindromes de Edwards y un triploide. Esto representa un 88% de concordancia

entre los resultados el cultivo y los del FISH.

Tabla 9 Casos concordantes entre los resultados del FISH y del cariotipo tras

cultivo celular (n=29)

XX (n=8) 46, XX
XY (n=16) 46, XY
XX, +21 (n=2) 47, XX, +21
XX, +18 (n=2) 47, XX, +18

XXX, +13, +18, +21 (n=1) 69, XXX

Grafica 6 Porcentajes de resultados de cariotipo en BVC concordantes y no

concordantes con el FISH (n=33)
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Sélo en 4 ocasiones no hubo concordancia entre los resultados del
cultivo y los del FISH, lo que representa un 3 5% del total de muestras y 12%
de los cultivos (grafica 6): dos de ellos habian dado sexo masculino en el FISH
y se obtuvieron metafases femeninas en el cultivo, otro habia dado sindrome

de Turner y el cultivo resultd femenino sin patologia, asi como un cuarto caso
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diagnosticado mediante FISH de trisomia 18 masculino y sus metafases

correspondian con sexo femenino sin patologia (tabla 10).

Tabla 10 Casos no concordantes entre los resultados del FISH y el cariotipo en

BVC (n=4)
XY (n=2) 46, XX
X0 (n=1) 46, XX
+18 (n=1) 46, XX

4.1.3.2 Con las amniocentesis posteriores

Se realizaron 10 amniocentesis (tabla 6) para comprobar los resultados
de la BVC. Uno de ellos ya se explicd en el apartado 4.1.2, que fue el de la

comprobacion del resultado de falso mosaicismo.

En el resto, hubo concordancia entre los resultados de la BVC y de la
amniocentesis en todos los casos con lo que representa un 100% de
concordancia. Se registraron dos hembras normales, tres varones normales, un

Sindrome de Turner y un Sindrome de Edwards.

También fue comentado anteriormente que dos de las tres ocasiones
en que no se obtuvo resultado por FISH en BVC, se realizé una amniocentesis

de comprobacion.
4.1.3.3 Con el desenlace de la gestacion

Tras revisar detalladamente las historias clinicas disponibles de cada
una de las gestantes, se registraron los casos en los que estaba reflejada en
ellas el resultado de la gestacion. Este se compard con los resultados

citogenéticos obtenidos.

Tal comprobacion soélo se pudo hacer en 32 ocasiones (27 '8%) y en

todas habia concordancia (100%), tanto en las 18 gestaciones normales como
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en las 14 patoldgicas: 3 trisomias 21, 4 trisomias 13, 6 trisomias 18 y un
triploide.

4.2 Amniocentesis o0 muestras de liquido

amniotico

4.2.1 Hibridacion /n situ con fluorescencia (FISH) en

liquido amniético sin cultivar

4.2.1.1 Descripcion de la serie de FISH

La técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) en muestras de
liquido amnidtico sin cultivar comienza a realizarse en la Seccién de
Citogenética del HUC en mayo de 2002. Desde entonces hasta el 31 de

diciembre de 2009 se han analizado 967 muestras (gréfica 7).

Grafica 7 Evolucion anual del volumen de muestras de FISH
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Las amniocentesis se han realizado en edades gestacionales que
oscilan entre la semana 9 y 33, estimando su media préxima a la semana 18
(tabla 11). El 23°6% de de las pruebas se realizaron entre las semanas 15 y
17, y superior a esta edad gestacional se realizaron el 27°7% de las

amniocentesis con FISH.
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Tabla 11 Descripcion poblacional de las muestras a las que se les realizé FISH

Edad gestacional (semanas) Media 17°87 £3°2
n=548 Rango 9-33

Edad materna (afos) Media 32°62+6°1
n=874 Rango 15-46

Los valores medios se acompafian de la desviacidn tipica

La edad materna a la que se les ha practicado la amniocentesis a las
gestantes oscila entre los 15 y los 46 afios (tabla 11) con una media de 32
afos. El 36 7% de las pruebas se realizan a gestantes entre 30 y 34 afios

(grafica 8).

Grafica 8 Distribucion de frecuencias para la edad materna en amniocentesis
con FISH (n=874)
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Las indicaciones mas frecuentes para la realizacion del FISH en una
muestra de liquido amnidtico fueron los hallazgos ecograficos, con un
porcentaje del 40°5%. En segundo lugar fue el cribado de aneuploidias
(26 '2%) (grafica 9).

Grafica 9 Frecuencia de las indicaciones de las amniocentesis para realizar
FISH (n=656)
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4.2.1.2 Descripcion de los resultados del FISH

Del total de las muestras que llegaron a la Seccién de Citogenética
(n=967), el 97% de los casos fueron informativos. El resultado del 88 3% de
los casos fue normal y en el resto (8 7%) se detectaron aneuploidias. La mas
frecuente fue la trisomia 21 con cerca de un 5% de representatividad (tabla
12).

Tabla 12 Resultados obtenidos por FISH en amniocentesis

Resultados diagnosticados 938 97%
Resultado normal del FISH 854 88°3%
Casos masculinos 446 46 1%
Casos femeninos 408 42 2%
Resultado del FISH con 84 8°7%
cromosomopatia
Sd. Down (+21) 48 5%
Sd. Edwards (+18) 15 1°5%
Sd. Patau (+13) 4 074%
Sd. Turner (X0) 7 0'7%
Triploide (69) 8 0'8%
Sin resultado 29 3%
Sin resultado de cariotipo 291 30%
No concordantes FISH/cultivo 9 0°9%
Contaminacion materna 4 0°75%%*

+21: trisomia 21, +18: trisomia 18, +13: trisomia 13, XO: monosomia X, FISH:
hibridacion /n situ con fluorescencia, *contaminacion materna calculada sobre n=530

fetos masculinos o patoldgicos

Se detectan 84 casos con cromosomopatias patoldgicas, lo que hace
una tasa de deteccion del 8°7%. Si nos centramos exclusivamente en dicho
porcentaje patoldgico (grafica 10), su distribucidn muestra una alta frecuencia
de la trisomia 21 (57%) seguida de la trisomia 18 (18%).
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Grafica 10 Patologia detectada por FISH en las amniocentesis (84/967; 8 7%)
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Ademas del denominado FISH prenatal en el que se estudian las
aneuploidias mas frecuentes en las que estan implicados los cromosomas X, Y,
13, 18 y 21, sobre algunas de estas muestras (n=28) y debido a que existia
sospecha clinica previa, se realiza la técnica de FISH con sondas que detectan
especificamente Sindromes de Microdelecion, también denominados Sindromes

de Genes Contiguos (tabla 12). En todos los casos el resultado fue negativo.

Tabla 13 Sindromes de Microdelecion

Sd. Di George (22q11) 24
Sd. Miller Dieker (17q13.3) 1
Sd. Prader Willi — Angelman (15q11-13) 2
Sd. Cri du Chat (5p15.2) 1

4.2.1.3 Concordancia de los resultados del FISH con los

obtenidos en cariotipo tras cultivo

En un 0°9% de los casos (n=9) se han observado diferencias entre el
resultado del FISH y del cariotipo, obtenido posteriormente tras el cultivo de
células amnidticas. La mayoria se deben a contaminaciones por células

maternas.
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— En dos de los casos, un sindrome de Down y un sindrome de
Edwards, la contaminacion se detectdé en FISH no creciendo dichas células

maternas en cultivo.

— En dos casos masculinos, la contaminacion se detectd solo en

metafases en un caso y solo en FISH en el otro.

— En una ocasion se dio un resultado por FISH de masculino normal y
tras analizar los dos frascos de cultivo se observaron algunas metafases de 92,
XXYY. Solo se pudo confirmar en uno de ellos, con lo que se determind que se
debia a una anomalia /in vitro, producto del crecimiento de células en cultivo, y

gue no representa la realidad fetal.

— Otro de los casos se estimé por FISH un 99°4% de células
femeninas y un 0°4% de células masculinas. Como tras el cultivo el 100% de
las metafases estudiadas correspondian al sexo femenino, se estimd que tan

bajo porcentaje correspondia a inespecificidad de la técnica de hibridacion.

— Una de las muestras aparentemente hematica dio un resultado
femenino por FISH, no coincidiendo con el resultado masculino que se obtuvo
en metafases tras cultivo. De lo que se supuso que el FISH analizd células
maternas y el cariotipo fue fetal. Ademas de la comprobacion del sexo fetal por
ecografia, en estos casos se revisan todos los casos anteriores y posteriores al

mismo para comprobar que no ha habido ninguna equivocacion.

— Un caso dio un resultado femenino mediante FISH y tras el estudio
de las metafases, se observd un mosaico de células normales femeninas y
células con un cromosoma adicional que en ese momento se pensé que
correspondia a una trisomia 21, a pesar de no haberse detectado en el
resultado inicial. En estudios posteriores en sangre de cordén y sangre
periférica tras el nacimiento, se ha podido observar un mosaico de células con
variado nimero de cromosomas marcadores. Estudiado mas ampliamente con
la técnica de FISH se determind que ninguno correspondia al cromosoma 21,

coincidiendo con el resultado inicial, y que algunos de ellos eran derivados del
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cromosoma 15. Este caso se considera un falso positivo de amniocentesis, al

haber comprobado posteriormente que la patologia no era la correcta.

- En el afio 2005 hubo un caso cuyo resultado por FISH fue masculino
con dos cromosomas 21 y en metafases se observd una trisomia 21,
confirmada en ambos frascos de cultivo. De los 9 casos descritos es el Unico en

el que hay discordancia entre ambos resultados.

o Alteraciones citogenéticas no detectables por FISH

Tabla 14 Polimorfismos de las amniocentesis a las que se les realizo FISH
previo al cariotipo (n=24)

" %)
ba ba .

9qh+ (n=2) 16gh+ (n=1) | Ygh+ (n=4)

en
W - oa o %
n e ) -

9 Y 21 22

inv(9) (n=6) inv(Y) (n=3) | 21ps+ (n=1) | 22ps+ (n=7)

Ademas de los casos descritos anteriormente, en ocasiones en el
cariotipo se observan alteraciones no detectables por FISH, ya que éste solo es
capaz de cuantificar 5 cromosomas. De esta manera, el cariotipo contribuye al
diagnéstico del FISH. Cuando se observa el espectro completo del cariotipo se
pueden detectar alteraciones estructurales u otras aneuploidias. En las
muestras analizadas se han podido ver: 24 polimorfismos (tabla 14) y 13

alteraciones estructurales (tabla 15).

Uno de los polimorfismos 9qh+ se detecté en un caso de trisomia 21.

Ademas se detectd el polimorfismo 46, XY, var(21)(p21)pat del que no se
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tienen imagenes por pertenecer a la base de datos antigua y que consiste en

un aumento del tamano de los satélites y de la heterocromatina. Se pudo

determinar el origen paterno.

Tabla 15 Alteraciones estructurales detectadas en las amniocentesis a las que

se les realiz6 FISH previo al cariotipo (n=12)

it B

46, XX, t(3;10) (p23;q25) pat

Tras analizar el cariotipo a los padres, se
establece el origen paterno de la
translocacion y se considera sin
repercusion en el fenotipo del portador
salvo posibles anomalias en |la
descendencia.

46, XX,+21, der(21;21) y 46, XY,
+21, der(21;21)

En ambos casos, es una trisomia 21 por
translocacion que tras analizar el cariotipo
a los padres, se establece el origen de
novo de la translocacion. El FISH ya habia
detectado la trisomia 21.

B

n-'\-

13

14

46, XY, +13, der (13;14)(q10;q10)
Es una trisomia 13 por translocacion
originada de novo, ya que ninguno de los
progenitores  era portador de dicha
translocacion. El FISH ya habia detectado
la trisomia 13.

46,XX,del(4p14)

Tras analizar el cariotipo a los padres, se
establece el origen de novo de la
delecion. Se comprobd realizando un
FISH con la sonda para el Sindrome Wolf-
Hirschhorn (Afonso Hernandez et, 4l,
2007).

46, XX, t(1;19) (1q1.2;19q13.1) pat

Tras analizar el cariotipo a los padres, se
establece el origen paterno de la
translocacion 'y se considera sin
repercusion en el fenotipo del portador
salvo  posibles anomalias en la
descendencia.
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46, XX, inv(6)(p21q31) pat

o1 e wh B . o
= 1 U Tras analizar el cariotipo a los padres, se
E 1} 1 establece el origen paterno de la
[ inversion y se considera sin repercusion

en el fenotipo del portador salvo posibles

anomalias en la descendencia.

46, XY, -22 +der (22) (5p15,3 5pi1l
i1 22pi11,1 22p13)

h “ =k q% Trisomia parcial del cromosoma 5 que

tras analizar el cariotipo a los padres, se

establece su origen de novo (Afonso et.

al., 2010).

46, XY, rec(3) dup(3q) inv
e ins(3)(p26q29q25)pat
9 ‘E Cromosoma 3 recombinante con una
il duplicacion de la region g25g29 como

origen de una inversion insercion en dicho
cromosoma de origen paterno.

Por pertenecer a la base de datos antigua no se tienen imagenes de
estas otras translocaciones: 46, XX, t(9;15)(q34;p23) y 46, XY,
t(4;19)(p24;p13.3) (n=2). En ellas también se establece el origen de novo

de tales anomalias estructurales, tras analizar el cariotipo a los padres.

4.2.2 Cariotipo en amniocentesis (LA)

4.2.2.1 Descripcion de la serie de amniocentesis

Desde el mes de agosto del 1999 hasta el final del afio 2009 se han
realizado 9119 determinaciones por cariotipo en amniocentesis en la Seccion de
Citogenética del HUC (grafica 11). De esas determinaciones, 255 han sido
gestaciones multiples, con lo que se estima que hayan sido analizadas 8864

gestantes (tabla 17).

La media de edad gestacional es la semana 16. El 75'5% de las

amniocentesis se realizaron entre las semanas 15 y 17 de gestacion (tabla 16).
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Grafica 11 Evolucion anual de la frecuencia de amniocentesis
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Tabla 16 Descripcion de la serie de datos de las amniocentesis

Gestantes

Gestaciones miiltiples

Edad gestacional (semanas) Media
n=7810 Rango
Edad materna (afios) Media
n=8142 Rango

8864

255

16’35+ 1°5
1-38

35°09 + 48
14-49

Los valores de la media vienen acompafiados del valor de la desviacion tipica

La media de edad materna es de 35 afios, con un amplio rango que

abarca de los 14 a los 49. Aproximadamente el 45% de las amniocentesis se

realizaron con edades entre los 35 y 38 afios, ambos inclusive (grafica 12).

Grafica 12 Distribucion de frecuencias para la edad materna en amniocentesis

(n=8141)
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La indicacion mas frecuente en amniocentesis fue la edad materna,

aproximadamente en el 60% de las determinaciones (grafica 13).

Grafica 13 Frecuencia de las indicaciones para amniocentesis (n=7757)
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La evolucién anual de las 3 indicaciones de mayor frecuencia (edad

materna, screening combinado y hallazgos ecograficos) revela un cambio de

tendencia en el afio 2008 (grafica 14), a partir del cual aumenta

considerablemente el nimero de amniocentesis indicadas como resultado del

screening y disminuyen las realizadas en funcion de la edad materna avanzada,

ademas aumenta considerablemente el nimero de casos patoldgicos

diagnosticados por screening positivo (grafica 15).

Grafica 14 Evolucion anual de las tres principales indicaciones para realizar

una amniocentesis
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Grafica 15 Frecuencia absoluta de amniocentesis realizadas por un resultado

de screening positivo y diagnosticados como patoldgicos
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4.2.2.2 Descripcion de los resultados de amniocentesis

En el 93% de los casos el resultado fue normal 46, XX o 46, XY (tabla
17). En el resto (6%) se han encontrado alteraciones numéricas o estructurales
que se clasifican en tres grupos: las cromosomopatias propiamente dichas y
que por lo tanto producen patologia (2%), las anomalias cromosdémicas que
aparentemente no afectan al fenotipo del portador pero si pueden ocasionar
errores de disyuncion meidtica (0°5%) y variantes de la normalidad,

comUnmente conocidos como polimorfismos cromosémicos (3 “5%).

Tabla 17 Resumen de los resultados de las amniocentesis

Resultados diagnosticados 9043 99°17%
Cariotipo normal 8493 93°14%
Casos masculinos 4348 47 68%
Casos femeninos 4145 45°45%
Con contaminacién materna 11 0'12%**
Cariotipo con cromosomopatias 550 6°03%
A) Que producen patologias 184 2°02%
Sd. Down (+21) 104 171%

Sd. Edwards (+18) 15 0'16%
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Sd. Patau (+13) 8 0°09%
Otras trisomias 7 0°08%
Sd. Turner (X0) 13 0°14%
Sd. Klinefelter (XXY) 9 0.10%
Triplo X (XXX) 3 0'03%
Duplo Y (XYY) 3 0°03%
Otros sexuales 1 0°01%
ESAC 4 0'04%
Poliploides 8 0°09%
Anomalias parciales 9 0.10%
B)Sin repercusion en portador 45 0°49%
Translocaciones equilibradas 29 07'32%
Translocaciones robertsonianas 5 0°05%
Translocaciones cromosomas 2 0°02%
sexuales
Inversiones no polimoérficas 9 0'10%
C)Polimorfismos 321 3°'52%
Variantes 1 0°01%
Satélites 63 0°69%
Aumento de heterocromatina 94 1703%
Inversiones 163 1'79%
Sin resultado 76 0°83%
Contaminacién materna 22 0°24%*?

+21: trisomia 21, +18: trisomia 18, +13: trisomia 13, XO: monosomia X, ESAC: extra
small abnormal chromosome (cromosoma marcador o cromosoma adicional
estructuralmente anormal), *! contaminacién materna calculada sobre n= 4348 fetos
masculinos *2contaminacion materna calculada sobre n=4974 fetos masculinos o

patoldgicos

El grupo de las anomalias cromosdmicas que producen patologia se
distribuye entre diferentes sindromes (grafica 16), siendo el mas abundante el

sindrome de Down o trisomia 21 con 104 casos detectados. Uno de los casos
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clasificados como “Otras trisomias” es una trisomia 8 en mosaico diagnosticado

tras indicacién de hallazgos ecograficos (Esquivel Vazquez et. 4l., 2011).

Grafica 16 Porcentajes de las patologias detectadas en las amniocentesis (2%)
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Se determinaron 45 alteraciones cromosomicas que no tienen
repercusion en el fenotipo del portador pero si le pueden originar dificultades
en la fecundacion derivados de errores meidticos durante la gametogénesis.

Estas pueden ser de varios tipos y se presentan con diferente frecuencia
(gréfica 17).

Grafica 17 Porcentajes de las alteraciones cromos6micas sin repercusion en el
fenotipo del portador detectadas en las amniocentesis (0°5%)
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Se detectaron 321 casos con polimorfismos, que se pueden agrupar en
inversiones, aumento en la longitud de la heterocromatina, de los satélites y

variantes (grafica 18).

Grafica 18 Porcentaje de los polimorfismos cromosomicos (3 °5%)
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4.2.2.3 Determinacion del origen de las alteraciones

cromosomicas

En los 184 diagnosticos patoldgicos, el origen de éstas pudo ser
generado de novo (n=172), heredado (n=10) u originado in vitro (n=2)
(grafica 19).

Grafica 19 Porcentaje del origen de las cromosomopatias detectadas en

amniocentesis (n=184)
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Las cromosomopatias que no reflejan patologia en el portador salvo
posibles errores en la disyuncion meidtica (n=45) también pudieron ser de novo

(n=27) y heredados de alguno de los progenitores (n=18) (grafica 20).

Grafica 20 Porcentaje del origen de las anomalias cromosomicas sin
repercusion en el fenotipo del portador detectadas en las amniocentesis
(n=45)
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Todos los polimorfismos pueden ser transmitidos entre generaciones.
De los registrados en este estudio (n=321), sélo se comprobd su origen
paterno en la ocasién del variante del cromosoma 21, ya comentado en otros

apartados.

4.3 Sangre de cordon (SC) o funiculocentesis

4.3.1 Descripcion de la serie de SC

En este estudio se incluyen 63 muestras de SC que abarcan desde
junio de 1999 al 31 de diciembre de 2009 (grafica 21).

La semana de gestacion a la que se realiza la funiculocentesis mas
frecuentemente es la semana 22 (tabla 18), cubriendo un rango entre la 16 y
39 semanas. El 9°6% de las SC se realizaron entre las semanas 18 y 20 de

gestacion y otro 9°6% por encima de este rango.
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Grafica 21 Frecuencia anual de las muestras de SC

14

12

10

H» O 0
I

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

El rango de edad materna a la que se realiza esta prueba abarca de
los 16 a los 42 afios (tabla 17), estando su valor medio en los 29 afos. Casi el
52% de las funiculocentesis se realizaron en gestantes menores de 30 afios
(grafica 22).

Tabla 18 Datos generales sobre la serie de muestras de SC

Edad gestacional (semanas) Media 22°67 £7°27
n=12 Rango 16-39
Edad materna (afios) Media 2939+ 767
n=31 Rango 16-42

Los valores medios se acompafian de la desviacidn tipica
Grafica 22 Distribucion de frecuencias para la edad materna en las

funiculocentesis (n=31)
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La indicacion mas frecuente al realizar funiculocentesis son los datos
ecograficos (21/39; 53°8%) y en segundo lugar la comprobacion de los

resultados de la amniocentesis (7/39; 18%) (grafica 23).

Grafica 23 Frecuencia de las indicaciones para funiculocentesis (n=39)
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4.3.2 Descripcion de los resultados de SC

Del total de muestras, se emitid un informe con los resultados en 58
ocasiones, lo que se traduce en un 92% de resultados informativos (tabla 19).
De ellos 48 cariotipos resultaron normales y 10 portadores de alguna
cromosomopatia (aproximadamente un 16%), siendo la cromosomopatia mas

frecuente la trisomia 21 (gréfica 24).

Los casos de mosaicos patoldgicos detectados en muestras de sandre
de cordon (n=2) fueron los siguientes: 45,X0[15%] / 46,XY[85%] y 46,XY
(92%) / 47,XY,+8(8%).

De las posibles variaciones del cariotipo que se pueden encontrar
ademas de las cromosomopatias, sélo hay registrado un polimorfismo,

consistente en la inversion de un cromosoma 9 en un feto femenino.

Tabla 19 Resultados citogenéticos de las muestras de SC

Resultados diagnosticados 58 92%
Cariotipo normal 48 76°14%
Casos masculinos (46, XY) 16 23°80%

Casos femeninos (46, XX) 32 47°62%
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Cariotipo con cromosomopatia 10 15°86%
Sd. Down (+21) 3 4°76%
Sd. Patau (+13) 1 1'59%
ESAC 1 1°59%
Trisomia parcial 1 1°59%
Mosaico patologico 2 3'17%
Translocacion equilibrada 2 3°17%
Sin resultado 5 8%
Cariotipo con polimorfismo 1 1°59%
Amniocentesis previa 33 52°38%
No concordantes LA/SC 17 27%
Contaminaciéon materna 2 3°17%%*

LA: liquido amnidtico, SC: sangre de corddn, +21: trisomia 21, +13: trisomia 13, ESAC:

extra small abnormal chromosome (cromosoma marcador o cromosoma adicional

estructuralmente anormal), *contaminacion materna calculada sobre n=26 fetos

masculinos o patoldgicos

Grafica 24 Proporciones de las cromosomopatias detectadas en SC (16%)
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4.3.3 Concordancia de los resultados de SC con las LA

previas

La funiculocentesis es una técnica que puede usarse aisladamente

como método de diagndstico o después de haber realizado una amniocentesis
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previamente. En este estudio, 33 de los 63 casos presentan esta situacion, lo
cual representa el 52 °38% de los datos. En ellos se ha revisado si coinciden o
no los resultados de ambos tipos de muestras, liquido amnidtico y sangre de

cordon.

Tabla 20 Resultados no concordantes entre las amniocentesis y las

funiculocentesis (n=17)

46,XY (n=7) 46, XX

92,XXYY 46, XX
46,XX/92,XXXX 46, XX
46,XX/47,XX,+21

46,XX/47,XXX/48,XXXX

46,XY/46,XXY

46,XY/46,XX (n=2) 46, XY
46,XX(65%)/46,XY,t(5;10)(q31;p15)(35%) 46,XY,t(5;10)(q31;p15)
46,XY/92,XXYY 46, XY
46,XY(95%)/47,XY,+21(5%) 46,XX(85%)/46,XY(15%)

De esos 33 casos, se ha observado concordancia en 16 ocasiones y

diferencias en 17 resultados, lo que supone el 27% del total de SC.

La mayoria de los casos no concordantes (n=12) correspondian a
crecimiento de células femeninas en cultivo, presentando en la amniocentesis

cariotipos masculinos o patoldgicos (tabla 20).

El resto de los casos no concordantes (n=5): tres sirvieron para
descartar contaminacion de células maternas en la amniocentesis y dos de ellos
para determinar dos falsos mosaicismos en las amniocentesis de fetos varones,
a pesar de que en uno de ellos se detectara también contaminacion de células

maternas en la muestra de funiculocentesis.

4.4 Tasa de datos desconocidos
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4.4.1 Biopsia de Vellosidades Coriales

Se revisaron las historias clinicas de 102 de las 115 muestras de BVC.
En el resto (n=13) no se tuvo acceso a las mismas por proceder de otro centro
hospitalario, por desconocer el nimero de dicha historia o por no estar
disponible en el HUC. Por lo tanto, de ellas sélo se tiene la informacién remitida
a la seccion de citogenética y los resultados en ella obtenidos. Ademas se hizo
un contacto telefénico con las gestantes para comprobar los desenlaces de
dichas gestaciones. Se ha registrado mucha ausencia de informacion en las
variables estudiadas. Se recoge el nimero de datos desconocidos de cada

variable y sus porcentajes (tabla 21).

Tabla 21 Informacion ausente en cada variable de BVC

Edad materna 1 (0°87%)
Semana gestacional 5 (4°35%)
Numero de historia clinica 2 (1°74%)
Indicacion 42 (36 °'52%)
FIV 66 (57 4%)
Embarazos previos 57 (49°57%)
IVEs previas 61 (53°04%)
Abortos previos 60 (52°17%)
Desenlace gestacion 36 (31°30%)

FIV: fecundacién /n vitro, IVE: interrupcion voluntaria del embarazo

4.4.2 Hibridacion in situ fluorescente

Entre las variables estudiadas, hay informacion que no ha sido recogida
en la base de datos, a causa de no haber sido facilitada por el servicio

remitente o porque no haya sido correctamente registrada (tabla 22).
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Tabla 22 Informacion ausente de las variables revisadas de las amniocentesis

con FISH
Edad materna 93 (9 '62%)
Semana gestacional 419 (43°3%)
Indicacion 311 (322%)

4.4.3 Amniocentesis

La proporcion de datos ausentes de cada variable se encuentra en un
rango entre 10 y 15% (tabla 23).

Tabla 23 Informacion ausente en las variables revisadas de las amniocentesis

Edad materna 978 (10°72%)
Semana gestacional 1310 (14 '37%)
Indicacion 1363 (14 °95%)

4.4.4 Funiculocentesis

Para las muestras de sangre de corddn los porcentajes de datos

ausentes son bastante altos (tabla 24).

Tabla 24 Informacion ausente para las variables revisadas de funiculocentesis

Edad materna 32 (50 '80%)
Semana gestacional 51 (80 '95%)

Indicacion 24 (38 '10%)
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4.5 Comparacion de los casos
cromosomicamente normales frente a los

patologicos
4.5.1 Edad materna y cromosomopatias

4.5.1.1 Patologia en mayores y menores de 38 afios

Se realiza una comparacion entre cada tipo de resultado patoldgico de
cada una de las pruebas invasivas segun la edad materna sea mayor o menor
de 38 afios (grafica 25).

La mayoria de los diagndsticos patoldgicos presentan mayor frecuencia
en gestantes menores de 38 afios. Si se observa conjuntamente, 18 de los 29
diagndsticos presentan una mayor frecuencia de gestantes menores de 38
afios, lo cual representa un 62% de las patologias. En 4 de esos 29
diagnésticos la frecuencia de mayores de 38 afios es superior y en otros 4 las
frecuencias son iguales en ambos. Detalladamente, la trisomia 21 detectada
mediante FISH o funiculocentesis viene asociada a una edad materna superior
a los 38 afios. En cambio, mediante biopsia corial y amniocentesis el mayor

porcentaje corresponde a una edad menor de 38 afios.

Para la Biopsias de Vellosidades Coriales todas las aneuploidias
presentan mayor frecuencia en gestantes menores de 38 afios, salvo la trisomia

18 que presenta igual frecuencia en ambos rangos de edad.

En el FISH se observa que la trisomia 21 presenta mayor frecuencia en
gestantes mayores de 38 afios. La trisomia 13 presenta igual frecuencia y en el
resto de los casos, la frecuencia de menores de 38 afios es la mayoritaria o

incluso, a veces, la Unica.
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Grafica 25 Resultados patoldgicos segiin sean gestantes mayores o menores

de 38 aiios
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BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, FISH: Hibridacion /n situ con fluorescencia, LA:
muestra de liquido amniético, SC: muestra de sangre de cordén, +21: trisomia 21, +13:
trisomia 13, +18: trisomia 18, X0: Monosomia del cromosoma X, XXY: sindrome de
Klinefelter, XYY: duplo Y, XXX: triplo X, ESAC: extra small abnormal chromosome
(cromosoma marcador o cromosoma adicional estructuralmente anormal), Numéricas: otras
anomalias numéricas, Estructurales: reordenamientos estructurales, Desconocido: edad
desconocida de la gestante, >38: gestantes con edad superior a los 38 afos, <38:

gestantes con edad inferior a los 38 afios
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En las amniocentesis la trisomia 18 presenta igual frecuencia entre
ambos grupos de edad asi como los ESAC. Son mas abundantes las gestantes
mayores de 38 afios que las menores en los casos de triplo X y duplo Y. En el

resto, es mas frecuente las menores de 38 que las mayores.

Para las funiculocentesis, con alta tasa de desconocidos, la trisomia 21
es la mas frecuente en mayores de 38 anos. Los reordenamientos en menores
de 38 afios y las otras alteraciones numéricas presentan igual frecuencia en

ambos.

4.5.1.2 Relacion de la edad materna con las
cromosomopatias: Chi-cuadrado

Se utiliza el test de asociacion de variables cualitativas o chi-cuadrado
para analizar la relacion que existe entre la edad materna y la patologia
detectada. Para ello, ambas variables se transforman en dicotdmicas: ser mayor
0 no de 38 afios y que el resultado del estudio haya sido patolégico o no. El
valor del estadistico (y?) se calcula mediante tablas de contingencia (no

mostradas) para cada tipo de prueba invasiva (tabla 25).

Tabla 25 Calculo del 32 en el analisis de la relacién entre la edad patologia

Prueba Probabilidad del y>  Interpretacion
invasiva

BVC p=0"499, p>0.05 No hay relacion
FISH p= 07000, p<0°05 Hay relacion

LA p=0"018, p<0°05 Hay relacion

SC p=0"001, p<0°05 Hay relacion

BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, FISH: Hibridacion /n situ con fluorescencia, LA:

muestra de liquido amniético, SC: muestra de sangre de cordén, x*: Chi-cuadrado

Los casos en los que la probabilidad que da el estadistico sea menor
que nuestro nivel de confianza, se consideran como poco probable que se

cumpla la hipdtesis planteada, en este caso que ambas variables sean
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independientes. Por lo tanto, con estos datos se encuentra relacion
estadisticamente significativa entre la edad materna y la patologia detectada al
95% de confianza para los diagnosticos realizados mediante amniocentesis,
hibridacion /n situ fluorescente (FISH) y las funiculocentesis. Sin embargo, no
se puede afirmar que haya relacion entre ambas variables cuando se trata de
biopsias coriales. Si variamos el nivel de confianza al 99%, es decir,
disminuimos el porcentaje de error, sélo afectaria a la amniocentesis
(p=0"018>0'01), no detectando en este caso relacidn estadisticamente

significativa entre la edad materna y la patologia.

Ya en el apartado 4.4 se registraron las cantidades de datos de edad
materna que faltaban en este estudio para cada una de las pruebas. Por ello,

este hecho se ha tenido en cuenta a la hora de realizar el test del chi-cuadrado.

4.5.2 Indicaciones en los casos cromosOmicamente

normales y patoldgicos

Se comparan las indicaciones que han sido mas frecuentes en cada tipo
de prueba invasiva segun si el resultado citogenético fue normal (grafica 26) o

patoldgico (grafica 27).

Entre los resultados que cromosdmicamente fueron normales (grafica
26) la indicacion mas frecuente fue el cribado de aneuploidias para la Biopsia
de Vellosidades Coriales, los hallazgos ecograficos para el FISH y la

funiculocentesis y la edad materna en las amniocentesis.

Dentro de los resultados patoldgicos (grafica 27), la Biopsia de
Vellosidades Coriales y el FISH presentan mayor frecuencia de los hallazgos
ecograficos. Para la amniocentesis sigue siendo la edad materna la principal
indicacion. La funiculocentesis se reparte entre la comprobacion de resultados

previos y otro tipo de indicaciones.
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Grafica 26 Frecuencia de indicaciones en el grupo de resultados

cromos6micamente normales
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Grafica 27 Frecuencia de indicaciones en el grupo de resultados patoldgicos
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Para cada una de las indicaciones con resultado de cromosomopatia
patoldgica se calculd el valor predictivo positivo (VPP) que es la probabilidad de
que se obtenga un resultado patoldgico una vez que dicha indicacion ha dado
positiva (tabla 26).
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Tabla 26 Valor predictivo positivo (VPP) de las indicaciones para cada prueba

Indicaciones BVC FISH . SC
Edad materna - 9'3% 1'9% -
Screening 15°4% 5'8% 1'5% 100%
Hallazgos ecograficos 52% 10"3% 7% -
Antecedentes - 10°5% 0°'72% -
Combinada - 10°4% 4'24% -
Otros = 15% 1°89% 40%
Comprobacion LA - - - 28 6%

BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, FISH: Hibridacion /n situ con fluorescencia, LA:

muestra de liquido amniético, SC: muestra de sangre de corddn,

En esta serie, los hallazgos ecogréficos tienen fuerte valor predictivo en
BVC (tabla 25). El resto de los calculos presentan valores mas bajos. Para la
realizacion de un FISH es similar el valor predictivo que tienen las indicaciones
edad materna, hallazgos ecograficos, antecedentes familiares y combinacion de
varias indicaciones. El mayor valor predictivo en el caso de las amniocentesis es
la combinacion de varias indicaciones. Las funiculocentesis indicadas por
cribado de aneuploidias fueron todas patoldgicas, y los valores calculados para
otro tipo de indicaciones y para comprobacién de resultados previos fueron

relativamente altos.

Se realiza un andlisis de correspondencia para las variables cualitativas
“indicacion de prueba invasiva” y “resultado patoldgico de cada una de las
pruebas”. Es una descripcion grafica que muestra las relaciones de dependencia
e independencia entre los atributos de las variables. La indicacién “otros” no

esta representada por no ser informativa.

Segln esta grafica se puede estimar una clara asociacion entre los
resultados patoldgicos de la amniocentesis y la edad materna avanzada, asi

como entre la comprobacion de resultados previos y los de la funiculocentesis.
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Grafica 28 Andlisis de correspondencia entre las indicaciones de

cromosomopatias y las pruebas realizadas
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Se pueden establecer también buenas asociaciones entre las Biopsias
Coriales y FISH con el resto de las indicaciones. Pero sin duda, la mas clara
asociacion que se puede establecer es entre la patologia detectada mediante
técnica de FISH vy las indicaciones de hallazgos ecograficos, asi como con los

antecedentes, ya que estas tres modalidades se superponen.

4.5.3 Comparacion de tres aifios de patologia

De los tres ultimos afios de cada una de las muestras y técnicas, se
seleccionan los casos patoldgicos detectados. Interesa comparar este periodo
porque es cuando se realizan las Biopsias Coriales, teniendo de este modo

registros de todos los tipos de pruebas.

Como ya se vio anteriormente fueron 115 BVC analizadas y 19 casos
patoldgicos. Durante este periodo se realizaron 521 FISH en muestras de
liguido amnidtico sin cultivar, de las que se detectaron 48 aneuploidias, 3177
cariotipos en liquido amnidtico con 83 cromosomopatias patoldgicas y un total

de 21 funiculocentesis con 1 caso patoldgico.
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De manera que la metodologia mas empleada fue la amniocentesis
(gréfica 29) con un 83% de frecuencia. También por ello es la prueba que
mayor patologia detecta, ya que en conjunto fueron registrados 151 casos
patolégicos durante estos tres afios y ésta ha sido detectada principalmente

tras amniocentesis (54%) (grafica 30).

Grafica 29 Distribucion de las pruebas realizadas entre 2007-2009
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Grafica 30 Distribucion de la patologia detectada entre 2007-2009 segin

prueba realizada
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De forma individual, es la técnica de BVC con un 17% la que mayor
porcentaje de casos patoldgicos detecta (grafica 31), es decir la que mejor

relacion presenta entre casos realizados y casos positivos.

Grafica 31 Porcentaje de patologia detectada entre 2007 y 2009
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BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, FISH: Hibridacion /in situ con fluorescencia, LA:

muestra de liquido amniético, SC: muestra de sangre de corddn

Durante estos tres anos, la patologia detectada en amniocentesis
(n=83) podia haberse detectado mediante FISH en un 85% de los casos. Sin
embargo, se detectd un 36% (n=30). Esto representa un 0°9% de las
amniocentesis durante este periodo. El resto, es patologia detectada una vez se
obtiene el cariotipo (n=53). Hubo dos casos en que se habia realizado la
técnica de FISH con resultado normal y posteriormente se observaron
anomalias en cromosomas diferentes a los estudiados, es decir un 2 4% de la

patologia en amniocentesis es no detectable mediante FISH.
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5 Discusion
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5.1. Biopsia de Vellosidades Coriales

5.1.1 Descripcion de la serie

En los tres afios que se ha realizado el estudio citogenético en Biopsia
de Vellosidades Coriales, se ha mantenido un nilmero de muestras por afio
similar, entre 30 y 45, observando una ligera reduccidon durante el ultimo afio
(grafica 1), aunque solo con 3 afios es muy poco tiempo para considerar
variaciones con valor significativo. Sobre todo si se compara con otros estudios
como el de Mademont-Soler et, &/, 2011 del Hospital Clinic de Barcelona que

en 12 anos estudiaron 5591 muestras de BVC.

La media de edad gestacional a la que se realizaron las Biopsias de
Vellosidades Coriales fue de 12 semanas. Esto coincide con algunos autores
(tabla 27), sin embargo hay otros que publican edades superiores o inferiores.
Si se sigue la estrategia de screening del primer trimestre planteada por
Nicolaides en 2005, en la que la medida de la translucencia nucal debe hacerse
entre las semanas 11 y 13+6, la biopsia corial por consiguiente no debe

realizarse antes de la semana 11.

Tabla 27 Comparacion de edades gestacionales a las que se realizan la biopsia

de vellosidades coriales segin varios autores
Autores Media y/o rangos de edad
gestacional (semanas)

Martinville et. 4/, 1984 7-12
Leschot et. &/. en 1987 8-11
Bryndorf et. &/, 1996 10 (7-24)
Toth et. 4/, 2001 10-12
Quilter et. 4., 2001 10-12
Zhang et. dl. 2010 10-12
Toutain et. &/. en 2010 13

En nuestro caso, el mayor porcentaje de las muestras se tomaron entre

las semanas 10-12 (56 '5%). Un alto porcentaje (36 '5%) se tomaron entre las
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semanas 12 y 16 de gestacion, lo cual se solapa con el periodo de
amniocentesis tempranas. En varios estudios se comparan las ventajas e
inconvenientes de las técnicas de BVC y amniocentesis durante el mismo
periodo de tiempo, y presentan resultados algo ambiguos sobre el riesgo de
pérdida fetal. Rooney y colaboradores publicaron en el afio 1989 que ambas
son técnicas igual de seguras. Al igual que Téth et. 4/, 2001 que exponen que
existe el mismo riesgo en ambas, estimando un riesgo del 1%. En cambio,
Evans y Andriole, 2008 registran mayor riesgo en la amniocentesis temprana

que en la BVC.

La media de edad materna, 34 afos, estd por debajo de la edad
considerada como indicacion para el diagndstico prenatal, que son los 38 afnos.
Hay experiencias en otros hospitales (Corral et. d/., 2006) donde la media de la
edad materna es de 35 afios, 37 afos (Chitty et. 4/, 2006) y también casos

publicados con medias de 31 anos (Quiroga et. 4., 2008).

Esto confirma el actual desuso de la edad materna como Unica
indicacion de cromosomopatia (Mademont-Soler et, 4/, 2011). La mayoria de
las pruebas en nuestra serie se realizan tras detectar marcadores ecograficos o
tras un resultado positivo del screening del primer trimestre. Asi ocurre en
trabajos como los de Corral et. &/, 2006 o Toutain et. &/, 2010, en el que los
hallazgos ecograficos constituyen la indicacién mas frecuente. En el afio 1987
Leschot y colaboradores publicaban un trabajo realizado sobre 500 gestaciones,
cuya principal indicacion era todavia la edad materna por encima de los 36
anos. Siguen habiendo grupos de trabajo cuya indicacidon mas frecuente es la
edad materna (Park et. 4/, 2001 y Zhang et. 4/., 2010).

Con la via de obtencion abdominal se han obtenido hasta la fecha
buenos resultados. Esta ha sido la mas usada, lo cual coincide con la mayoria
de las publicaciones en las que se usa la via transabdominal principalmente. Se
le atribuye un menor riesgo de aborto, menor riesgo de infeccion y mayor
rango en edad gestacional (Brambati et. &/, 1986, Brun et 4/, 2003, Quiroga

et. al,, 2008). Por otro lado estudios como el de Alfirevic y Von Dadelszen en
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2003 o Evans y Andriole en 2008, aceptan que no hay evidencias
suficientemente fuertes para el uso de una u otra via. Toth et. 4/, 2001
prefieren la via transabdominal y si esta opcion no es posible se decantan por la
amniocentesis. Ademas para este Ultimo grupo la BVC transabdominal es la
técnica de eleccion incluso durante el 2° y 3* trimestre debido a la obtencién
del cariotipo en pocos dias por andlisis directo. En 1984 Martinville y
colaboradores publicaban un trabajo sobre analisis de DNA para establecer un
test de deteccion de contaminacion de células maternas y todas las biopsias se
realizan mediante via transcervical, al igual que el grupo de Leschot en 1987

con su revision sobre 500 gestaciones.

Los datos sobre pérdida fetal tras Biopsia Corial y nimero de punciones
realizada en cada extraccion de muestra, no estan recogidos en este trabajo.
Asi que para posteriores estudios se plantea su recogida, e incluso el intentar

relacionar ambos parametros.

Para intentar solucionar las ocasiones en las que la muestra obtenida
via transabdominal llega con aspecto hematico, se plantea la alternativa de la
via transcervical. Hasta el momento sélo se ha probado en dos ocasiones, de
modo que cuando se tenga mayor nimero de casos propios, se podran hacer

comparaciones de ambas vias de extraccion.

La cantidad de muestra extraida es un factor limitante (Chen et. &/,
2008) para comenzar a trabajar el cultivo a largo plazo. En pocas ocasiones se
pesd la muestra (aproximadamente 20mg), la mayoria de las veces se recurrio
a una estimacion a simple vista. Por tanto, hemos incluido también para un
futuro en nuestro protocolo el registro de este parametro ya que se ha visto
este dato en otros autores: Quilter et &/, 2001, trabajan con un minimo de
20mg, dividiendo aproximadamente la mitad para cada tipo de estudio, Brun
et. dl., 2003 estimaron una media de 15 2+6mg, Zhang et. &/., 2010 trabajan
con cantidades menores, entre 8 10mg, y Toutain ef. 4., 2010 son los que

trabajan con mayores cantidades, extrayendo en torno a 25-26mg y dividiendo
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5mg para la técnica de FISH, 15mg para el cultivo a largo plazo y 5mg para el

cultivo a corto plazo.

Cuando llega material escaso, no se pueden realizar todas las
determinaciones. Por lo tanto se intenta asegurar el diagndstico de las
aneuploidias mas frecuentes mediante FISH, siendo la técnica que mejores

resultados ha dado desde el principio.

5.1.2 Descripcion de los resultados de las Biopsias de

Vellosidades Coriales

Consideramos que se estan obteniendo buenos resultados mediante la
técnica de FISH en Biopsia Corial, ya que en un 97 "4% de los casos se obtuvo
resultado informativo, porcentaje que se encuentra en la linea de lo que ocurre

en otros estudios (tabla 28).

La técnica de FISH en diagndstico prenatal es capaz de detectar el 65%
de las anomalias cromosémicas que pueden afectar al feto (Téth et. /., 2001).
Bryndorf et. d/., en su trabajo de 1996 consideran que la técnica de FISH es
capaz de detectar un 79% de las anomalias detectadas por citogenética
convencional en BVC, a excepcion de las translocaciones equilibradas y las
inversiones, sin embargo si se acota la deteccidn exclusivamente de anomalias

numeéricas, la tasa de deteccion aumenta hasta el 82% de ellas.

Tabla 28 Publicaciones de tasas de éxito en obtencion de resultados en BVC

Autores Resultados informativos

Leschot et. 4&/., 1987 96 2%
Leschot et. 4&/., 1989 96 "4%
Bryndorf et. &/, 1996 93%
Van den Berg et. 4/., 2000 99 5%
Brun et. 4/, 2003 9993%

Zhang et. 4/., 2010 91°45%
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En este estudio, mediante la técnica de FISH en BVC se ha detectado
practicamente un 17% de cromosomopatias, dato que resulta variable en las

series revisadas de la bibliografia (tabla 29).

Tabla 29 Tasas de deteccion de aneuploidias por FISH en BVC

Autores Tasa de deteccion

Leschot et. &/., 1989 4°8%
Quilter et. &/., 2001 12%
Zhang et. dl., en 2010 5°92%
Toutain et. 4/, en 2010 22%

La Unica aneuploidia de los cromosomas sexuales detectada fue el
Sindrome de Turner. El Sindrome de Klinefelter, Duplo Y y Triplo X con

incidencias de 1/1000 recién nacidos, no se han detectado en esta serie.

La incidencia de trisomias 21 encontrada (3°57%) es menor que la de
trisomias 18 (5°36%) y 13 (4'46%). La monosomia del X presenta el menor
porcentaje (2'68%). El hecho de que la trisomia 21 sea menos frecuente que
la trisomia 18 y la 13, es una situacion no habitual aunque se ha visto también
en la serie de Quilter et. 4/. en 2010 con un 2% de trisomia 21, 4% para la
trisomia 18 y 3% para la trisomia 13 y monosomia del X. La frecuencia de
trisomia 21 es esta serie coincide con la presentada por Toth et &/. en 2001
(3'5%) y es superior a la de Zhang et. &/. en 2010 (1°9%).

Publicaciones como la de Hahnemann y Vejerslev en 1997(2) estiman
para BVC un 0°03% de falsos negativos y resultados ambiguos en un 1°5%. En
nuestros resultados, so6lo en una ocasion tuvimos un falso mosaicismo
considerado como un resultado ambiguo (0°89%), por lo tanto menor
proporcion que la estimada. Como ya se comentd, fue interpretado como un
posible mosaico, que quedd descartado gracias a la comprobacién mediante
una segunda puncion, esta vez de liquido amniético. El resultado observado en

un principio se atribuye por lo tanto a la inespecificidad de la técnica y
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posiblemente, con una mayor experiencia del observador, este hallazgo se

hubiera descartado desde el primer momento.

Hasta la fecha no se tiene registrado ningin caso de falso negativo,
ni tampoco de falsos positivos. Por lo que las estimaciones de sensibilidad y
especificidad para esta técnica se estiman del 100% en ambas, porque todos
los casos patoldgicos resultaron patoldgicos sin existir registro de ningun falso
positivo. Al igual que todos los casos normales resultaron normales sin haber
registro de ningun caso de falso negativo. Esto mismo ocurre con la series
publicada por Toth et. 4/ en 2001. Leschot et &/ en 1989 no registran
tampoco ningln caso de falso negativo, si detectando una tasa de falsos
positivos del 2'3%. La tasa de falsos negativos en cultivo directo publicadas
por Toutain et. 4/. en 2010 fue del 0°77%.

Simoni y Sirchia en 1994 publican unas tasas de falsos positivos del 1-
2% y de falsos negativos del 0 04% para trabajos realizados de forma directa

sobre BVC, es decir trabajando con células del citotrofoblasto.

Hay incluso autores que, debido al riesgo de falsos positivos y falsos
negativos, recomiendan que se realice la amniocentesis o funiculocentesis
preferiblemente, antes que la BVC (Kennerknecht et. &/, 1993). En cambio,
otros autores como Van den Berg, en el afo 2000, publican que la primera
opcién como modo de diagndstico prenatal es la Biopsia Corial siempre que se
estudien resultados de forma directa y tras cultivo a largo plazo, debido a su

alta calidad y exactitud.

Brun et. d/. en 2003 recoge una tasa de mosaicismo confinado a la
placenta entre 0°73-1°08% asi como de mosaicos verdaderos del 0°03%.
Debido a dicho riesgo de mosaicismo que presenta este tejido, se recomienda
por parte de la AEDP (2004) y de algunos autores como Miny et. 4/. en 1991,
gue cuando se detecte alguna cromosomopatia se compruebe mediante otras
técnicas invasivas, amniocentesis o funiculocentesis, o con un exhaustivo
estudio ecografico. Sin embargo, lo mas importante es conseguir realizar con

éxito en un mismo laboratorio las tres aproximaciones al diagndstico
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citogenético de BVC: el andlisis directo de cariotipo (para estudiar las células
del citotrofoblasto), el FISH y el cultivo a largo plazo (células del mesénquima)
(Téth et. 4/, 2001 y Van Den Berg et. d/., 2006). Se obtendran resultados mas
fiables, a pesar de ser mas caro el cultivo a largo plazo y retrasar el resultado
2-3 semanas. Se supone que con el uso de la técnica de FISH deben quedar
descartados los pseudomosaicismos (generados /n vitro) y se favorece la

deteccion de los mosaicos verdaderos frente al estudio del cariotipo tras cultivo.

En 1996 el grupo de Bryndorf determina que la contaminacion
materna afecta a un 0°5-2% de las muestras segun la AEDP, lo cual coincide
con el porcentaje menor al 1% que determinan Brun et. /. en 2003. Estos son
valores considerablemente inferiores al detectado en los datos revisados, que
se acerca al 13%. Para evitar dicha contaminacion materna seria ideal que la
muestra llegase sin coagulos, ya que provienen de la sangre materna, a la que
se accede en la placenta. A pesar de ello y como ya se comentd, se trabaja
haciendo un minucioso proceso de limpiado y aclarado con suero fisioldgico,
similar al descrito por Martinville et. &/, 1984 y Quilter et. 4., 2001. Los casos
de contaminaciéon materna en fetos masculinos o patoldgicos son facilmente
identificables, no siendo asi cuando el feto es femenino, ya que sus células son
indistinguibles de las maternas (n=42). Por lo tanto no se puede descartar un
mayor nimero de casos de contaminacion no detectados en los que se podria
estar estudiando sélo las células maternas o células maternas y fetales, de
manera que no se puede distinguir si se trata de una contaminacién materna o
un mosaico. Seria conveniente en estos casos contar con técnicas que
permitiesen distinguir el origen materno o fetal de las células antes o durante el
analisis, como la comparacion de polimorfismos en la longitud de fragmentos
de restriccion o RFLPs (Martinville et. 4/, 1984).

No se han conseguido resultados con el cultivo directo y ademas no
estan registrados el nimero de intentos. La no obtencion de resultados en esta
técnica puede ser debido a una incorrecta manipulacion de la muestra que
haga que se pierda el bastén celular que se encuentra en la parte apical de

cada vellosidad y de donde se estima obtener metafases de forma directa. Es
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posible que sea erosionada en el interior de la aguja y de la canula durante el
aspirado y la colocacion de la muestra en el vial de transporte, por lo que seria
aconsejable probar la via transcervical también para comprobar si asi la
muestra permanece mas intacta. Ademas de seguir intentandolo, es
fundamental registrar las ocasiones en que se hace, asi como la descripcion de

la metodologia empleada.

En nuestros datos se obtuvo sélo un 30% de resultados tras cultivo a
largo plazo. Porcentaje inferior a lo que se espera conseguir y a lo obtenido
por otros laboratorios, como es el caso del 84 9% publicado por Van den Berg

et. d/. en el ano 2000.

Se tiene mayor informacion en cuanto a la historia reproductiva de
las gestantes que no portaban aneuploidias que de las patoldgicas, faltando
aun asi bastantes datos. La historia reproductiva puede dar una idea orientativa
de la existencia de anomalias cromosomicas en alguno de los padres. Por
consiguiente, de aquella pareja que haya tenido embarazos previos no se
sospecha a priori que puedan ser portadores de cromosomopatias. En cambio
un historial de abortos de repeticion hace pensar que alguno de los dos porte
una cromosomopatia que sea la responsable de tales embarazos fallidos. Esta
informacién es realmente valiosa cuando se obtienen cariotipos, ya que

entonces se pueden estudiar las anomalias estructurales.

En cuanto al desenlace de la gestacion parece que en general todos
los estudios coincidimos en que cuando se detecta una anomalia cromosdmica,
se interrumpe dicha gestacién. Ademas de ser lo que ocurre en esta serie de
datos, esta registrado en estudios como los de Téth et. 4/, 2001 y Zhang et.
al., 2010.

5.1.3 Concordancia de los resultados obtenidos por FISH
en Biopsias de Vellosidades Coriales

5.1.3.1 Con el cariotipo por cultivo a largo plazo
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En la literatura se encuentran resultados discordantes entre los
resultados de las vellosidades de forma directa y a largo plazo. Las principales
causas atribuidas son: la contaminacién con células maternas y el mosaicismo
placentario o fetal (Quiroga et. &, 2008). Este puede detectarse si los
resultados entre las células estudiadas de forma directa (FISH en este caso,
pero también podrian darse por cultivo directo) (citotrofoblasto), y las células
que crecen tras cultivo a largo plazo (mesénquima) presentan diferente
composicion cromosomica (Simoni y Sirchia, 1994). Por ello no se recomienda
considerar como definitivo un resultado directo, sino esperar al cultivo

(Hahnemann y Vejerslev, 1997-1,2).

Kennerknecht et. &/. publicaron en 1998 una tasa de falsos negativos
de 1/1000 si consideraban Unicamente los resultados directos y una tasa de
1/3000 combinando los resultados directos con los del cultivo a largo plazo. En
la bibliografia revisada se encuentran con frecuencia casos de discordancia, de
manera que parece que queda claro la importancia de combinar ambos
resultados (Brisset et. &/, 2003) y lo necesario que es el éxito que se estd
obteniendo con los cultivos. A pesar de ello, se suelen tomar decisiones con el
resultado de un FISH directo siempre que venga acompafiado de hallazgos

ecograficos claros, serios e indicativos de la patologia detectada.

Trascurrié algo mas de un afio desde que se comenzaron a obtener
resultados directos mediante FISH y comenzaron a obtenerse resultados tras
cultivo directo. Esta forma gradual de conseguir progresos, también se ha

observado en otros autores (Brun et, d/., 2003).

La concordancia entre los resultados del FISH y del cariotipo es alta, del
88% si comparamos los resultados exitosos (n=29) dentro del grupo de los que
se obtuvo resultado (n=33) y del 25°2% con respecto al total de muestras
(n=115). Aunqgue se debe prosperar tanto en el nimero de cultivos como en la

concordancia.

Casos no concordantes como los mostrados en el apartado 4.1.3.1, son

los que representan mayor dificultad a la hora de su interpretacion, y de los
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que ademads no se cuenta con comprobacion mediante amniocentesis, ni
mediante el conocimiento del desenlace de la gestacién. A pesar de que se
puede hacer una clara suposicion de que las células crecidas en cultivo son de
origen materno, la realidad es que no se puede asegurar que haya sido

contaminacion materna ni descartar un mosaico.
5.1.3.2 Con las amniocentesis posteriores

La concordancia fue del 100% en todos los casos en los que se realizd
una amniocentesis posterior a la biopsia de vellosidades coriales. De los casos
en los que hubo resultado mediante ambas pruebas, se pueden descartar

resultados de falsos negativos.
5.1.3.3 Con el desenlace de la gestacion

Es positivo el no haber encontrado ningin dato “no concordante” entre
los resultados emitidos por la Seccion de Citogenética y lo observado tras el
desenlace de la gestacion. De cualquier manera, el nimero de muestras cuyo
desenlace es conocido es demasiado bajo e impide usar esta informacion como
control de calidad, asi que uno de los objetivos de este trabajo es la futura
mejora de este aspecto, bien sea con la informacion del Servicio de Anatomia
Patoldgica en los casos de IVEs y abortos espontaneos o en caso de parto con

la historia clinica o contacto telefdnico.

5.2 Amniocentesis 0 muestras de liquido
amniotico
5.2.1 Hibridacion /in situ con fluorescencia (FISH) en

liquido amniético sin cultivar

5.2.1.1 Descripcion de la serie de FISH
Entre el afo 2002 y 2009 ha aumentado considerablemente la

demanda de la técnica de FISH en muestras de liqguido amnidtico sin cultivar.
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Resulta evidente el marcado aumento de dicho volumen a partir del afio 2004

(grafica 7), que se cree debido a la propia estandarizacion de la técnica.

La edad gestacional recomendada es la semana 16. En nuestra serie,
la media calculada es ligeramente superior, 17 87 semanas, teniendo el 52%
de los datos entre las semanas 14 y 22 de gestacion. Este hecho se puede
explicar teniendo en cuenta que es una técnica utilizada en casos urgentes,
como ocurre por ejemplo cuando se detecta alguna sospecha clinica en etapas
avanzadas del embarazo, de manera que esto puede hacer desplazarse dicha
media hacia semanas superiores. De hecho, series estudiadas por otros autores
presentan datos similares: la media de edad gestacional para realizar FISH
segin D’ Alton y colaboradores en 1997 era de 20°6 semanas y Eiben vy
colaboradores en 1999 analiza los resultados del FISH de amniocentesis

realizadas desde la semana 12 hasta el tercer trimestre.

La media edad materna, con algo mas de 32 afos (tabla 11), no
representa por si sola indice de riesgo de cromosomopatia. Practicamente el
60% de la muestra se distribuye entre las edades de 30 a 40 afos. Tampoco
indica riesgo la media estimada por el grupo de D Alton en 1997 que fue de

307 afios, cuyo rango abarcaba 17-48 afios.

El hecho de que las principales indicaciones para realizar esta técnica
sean los hallazgos ecograficos y el screening, relega la edad materna al tercer
puesto en frecuencia. Al igual que ocurria con las biopsias coriales, esto
coincide con la tendencia actual de no usar la edad materna como un Unico
indicador de cromosomopatia. En cambio para Eiben et. 4/ en 1999 sigue
siendo la edad materna la indicacién mas frecuente (46%); en segundo lugar el
resultado del screening (40%) vy luego los hallazgos ecograficos (14%). Luquet
et. dl,, 2002 analizan una serie en la que las frecuencias coinciden con las
nuestras. Para ellos el 69% de los FISH se realizan por indicarse tras los
hallazgos ecograficos, el 17% son debidos al screening y el 14% por edades

maternas avanzadas.
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5.2.1.2 Descripcion de los resultados del FISH

El total de las muestras que llegaron a la Seccién de Citogenética
(n=967), representa un 13°3% de las muestras de liquidos amnidticos que
llegaron durante el mismo periodo, es decir 7247 entre los afios 2002 y 2009.
Dicho porcentaje es mayor que el recogido por Weremowicz y cols., 2001 en el
que realizan la técnica de FISH al 8'1% de las amniocentesis realizadas

durante un periodo de 8 afios.

La mayoria de las publicaciones estiman el porcentaje de resultados
informativos en torno al 90% (tabla 30). En nuestra serie se obtuvieron
resultados informativos en el 97% de las ocasiones, coincidiendo con el

porcentaje estimado por Weremowicz y cols., 2001.

Tabla 30 Porcentajes de resultados informativos publicados para la técnica de

FISH
Hume et. 4/, 1995 69%
D 'Alton et. &/, 1997 80°6%
Eiben et. /., 1999 96 1%
Ulmer et. 4/., 2000 85%
Bink et. /. 2000 93%
Weremowicz et. &/, 2001 97%
Luquet et. g/, 2002 98 4%

En el propio laboratorio, ademas del FISH, se obtuvo resultado por
cariotipo en el 70% de los casos. El resto pudo ser por fallo del cultivo o por
realizarse en un laboratorio diferente. Aunque no se ha calculado, esta Ultima
situacion es la mas frecuente y corresponde a las muestras procedentes del
HUNSC, que hasta marzo de 2008 sdlo se remitian al HUC para realizar el FISH

y el cariotipo se enviaba a otro centro.

Sélo en 4 ocasiones hemos registrado que se detectara

contaminacion por células maternas (0°75%). En relacién a dato, las
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cifras encontradas son muy variables. En 1994, Nuss y colaboradores estiman
que uno de cada dos muestras de liquido amnidtico puede contener células
maternas, lo cual, comentan, es facilmente distinguible por FISH. D Alton en
1997 estiman un 10°8% de contaminacion por células maternas, resultados
que consideran no deben ser informados. En el afio 2000 Ulmer et. 4. publican
un 17 4% vy Bink et. /. un porcentaje mayor del 10%. En el afio 2002 Luquet y
colaboradores estiman una media del 17% de muestras con contaminacién
materna. En este mismo afio el grupo de Witters publican una tasa de
contaminacién por células maternas del 1°27%, considerablemente mas

préxima a la estimada con nuestros datos.

En este estudio no se ha registrado ningin caso de falso negativo o
falso positivo, por lo que se estiman los valores de especificidad y sensibilidad
del 100% en ambos casos. Este hecho se encuentra también en las series
revisadas por D "Alton et. 4/, 1997, Eiben et. 4/, 1999 y Wang et. 4&/., 2008. En
cambio, si hay publicaciones donde muestran algin caso con este tipo de
resultados. Philip et &/, 1994 explicd haber encontrado bajas tasas de falsos
positivos y falsos negativos. Tepperberg et. &/, 2001 estimd un 0°003% de
falsos positivos y un 0°024% de falsos negativos y Luquet et. d/. en el afio
2002 muestran una tasa de falsos positivos del 0.15% al igual que la de falsos

negativos.

Una de las principales ventajas del FISH es poder reducir el tiempo de
espera para un resultado de 15 a 3 dias. Esto se debe a que se puede trabajar
con nucleos en interfase, sin necesidad de esperar al crecimiento del cultivo y
ni de obtener células en mitosis. Asi se reduce la técnica a 24-48 horas.
Ademas con relativamente poco volumen de muestra (aproximadamente 5ml)
se obtiene suficiente cantidad de nlcleos para emitir un diagnéstico. De todos
los casos analizados, se detectd un 8°7% con cromosomopatias mediante
los resultados del FISH. Este valor representa la contribucién que esta técnica
hace al diagndstico citogenético de las amniocentesis. La tasa de deteccién

varia segun los autores aunque no suele superar el 10% (tabla 31).
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Cada una de las gestantes con un feto portador de cromosomopatias
(n=84) conoce dicha situacion con un menor tiempo de espera que si el FISH
no se hubiera realizado. Esto, ademas de reducir la ansiedad de los
progenitores por conocer el resultado, en caso de interrupcion de la gestacion,

facilita el proceso, al ocurrir en edades gestacionales previas.

Tabla 31 Tasa de deteccion de aneuploidias por FISH

Autores Tasa de deteccion

Evans et. dl., 1994 3'4%
D’Alton et. &/, 1997 6 6%
Evans, et. d/., 1999 2,85%
Luquet et. 4/, 2002 10°7%

La distribucion de frecuencias relativas de cada cromosomopatia
dentro de los resultados patoldgicos, coincide aproximadamente con lo visto en

otros autores, siendo las trisomias 21 y 18 las mas frecuentes (tabla 32).

La trisomia 21 es la mas frecuente, con un 5% de incidencia frente al
total de casos diagnosticados, 3 2% publican D "Alton y colaboradores en 1997,
1"8% fue lo publicado por el grupo de Eiben en 1999, 0°97% para Evans et.
al, 1999 y el grupo de Luquet estima en 2002 un 5°5% de incidencia de la

trisomia 21.

Los FISH con sondas especificas para sindromes de microdelecion
realizadas porque existia sospecha clinica previa, fueron todos negativos (tabla
13). Dicha sospecha se basaba en hallazgos ecograficos ya que por ejemplo, el
Sindrome de Di George se suele asociar a determinadas anomalias cardiacas,
como la tetralogia de Fallot, y no cardiacas, como anencefalia, hidrocefalia,

espina bifida, polidactilia o labio leporino (Tao et &/, 2010).
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Tabla 32 Comparacion de frecuencias de cromosomopatias detectadas

mediante FISH

Autores Cromosomopatias

Nuestros datos

D "Alton et, 4/., 1997

Eiben et. g/, 1999

Evans et. d/., 1999

Luquet et. 4/, 2002

57% trisomia 21
18% trisomia 18
5% trisomia 13

8% monosomia X
10% poliploidias
2% otros gonosomas
20% trisomia 21
8% trisomia 18

8% trisomia 13

4% monosomia X
2% Sd. Klinefelter
37°25% trisomia 21
16 "34% trisomia 18
2% trisomia 13
9"15% gonosomas
7 2% poliploidias
50 "18% trisomia 21
20 6% trisomia 18
7 "15% trisomia 13
18% gonosomas
4°2% poliploidias
53714% trisomia 21
16 "4% trisomia 18
87% trisomia 13
12% monosomia X
5°8% gonosomas
3°4% triploidia



DISCUSION | 148

La sospecha del Sindrome de Miller-Dieker sobretodo a lisencefalia y
ventriculomegalia, aunque también se asocia a retraso de crecimiento
intrauterino y defectos cardiacos congénitos (Chen et. 4/, 2010). El Sindrome
de Cri-du-chat puede sospecharse al detectar por ecografia hydrops fetalis,
edema en la piel, defectos en el septo ventricular y otras malformaciones como
vieron Aoki et. d/,, en 1999 o por hueso nasal hipoplasico, hipoplasia cerebelar,

quiste en plexos coroideos y arteria umbilical Unica segun Teoh et. &/, 2009.

La mayoria de los autores consideran la técnica de FISH como un
método de diagnodstico rapido, seguro y de gran exactitud. Eiben et. &/, 1999 la
consideran una técnica valiosa y fiable, especialmente importante en casos
urgentes pero dependiente en todo momento del cariotipo ya que no puede
detectar todo lo que éste detecta. Ademas de ser muy Util en el diagndstico de
mosaicismos. Luquet et 4/, 2002 la consideran también una técnica muy
especifica y sensible, sin embargo establecen que no se debe dar una
informacion parcial sino completa obteniendo siempre el cariotipo. Valoran
especialmente los resultados de FISH durante el tercer trimestre,
considerandolo de gran utilidad debido a la baja probabilidad de que un feto
portador de cromosomopatias patoldgicas alcance edades gestacionales tardias.
Nuestra opinién coincide con estas publicaciones, a pesar de no poder estimar
los valores de especificidad y sensibilidad propia de nuestro centro por
desconocer las indicaciones de diagndstico prenatal que resultaron negativas o
los nacidos con cromosomopatias no diagnosticadas. Este tipo de estudios se
podrian plantear para un futuro en colaboracién con los servicios de Ginecologia

y Pediatria de ambos hospitales.

A pesar de tales consideraciones, en general no se toman decisiones
exclusivamente con un diagnostico citogenético patoldgico obtenido como
resultado de un FISH, sino que se debe contar con un apoyo clinico o una
confirmacién mediante cariotipo. Esta es también la recomendacién de la
American College of Medical Genetics (ACMG, 2000). En publicaciones como la
de D’ Alton et, 8/, 1997 se tomaban decisiones con un FISH positivo y una

ecografia alterada si se encontraban al limite legal de interrupcion, situacion
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que desde la nueva Ley del Aborto en 2010 ya no se plantea en Espaiia. Eiben
et. /., 1999 llevaban a cabo interrupciones del embarazo con los resultados del
FISH y de la ecografia sin esperar al cariotipo si éstos estaban alterados, sin

embargo esperaban al resultado completo si el registro ecografico era normal.

En ocasiones se pueden presentar casos de dificil interpretacion. Las
principales causas de ésta pueden ser la escasa celularidad, una mala calidad
de hibridacién o variabilidad en los tamafios de las sefiales de hibridacion. Esta
es una situacion bastante habitual también comentada por Luquet vy
colaboradores en el afio 2002, que usan también el kit Aneuvysion de Vysis® y
en el que uno de los tipos de sondas hibridan en secuencias alpha satélites
centroméricas de longitud variable, concretamente en el cromosoma 18 y del X,
que provoca variaciones de los tamanos de las senales de hibridacién. Esto
puede llegar a generar falsos negativos, falsos positivos o resultados no

informativos.

5.2.1.3 Concordancia de los resultados del FISH con los

obtenidos en cariotipo tras cultivo

La tasa de concordancia estimada para nuestros datos fue inicialmente
del 99°1%, ya que se habian detectado 9 casos cuyos resultados de FISH no
coincidian con los del cariotipo. Tras evaluar las diferencias se notificd que la
mayoria de los casos correspondian a contaminaciones por células maternas,
hibridaciones inespecificas o anomalias producidas /in vitro. Por consiguiente,
sblo se obtuvo un caso en el que los resultados de FISH y de cariotipo fueron

diferentes, lo que haria variar la tasa de concordancia a un 99 "9%.

Cualquiera de las dos tasas estimadas, son bastante similares a las
publicadas por otros autores. Philip et 4/, 1994 estimaron una tasa de
concordancia superior al 99°5%, Tepperberg et. 4/, 2001 obtuvieron un
99°8% y Liu et. d/., 2010 un 100%.

o Alteraciones citogenéticas no detectables por FISH
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La principal limitacion que presenta esta técnica es la estar acotada a
las aneuploidias mas frecuentes entre los cromosomas 13, 18, 21, X e Y,
obteniendo por lo tanto una informacién parcial. Esto significa que pueden
ocurrir alteraciones citogenéticas numéricas que impliquen a otros cromosomas
0 alteraciones estructurales, y pasar desapercibidas para el FISH. Este otro tipo
de alteraciones podran tener caracter patoldgico o no. Se registraron 24 casos
de polimorfismos cromosdmicos no patoldgicos (tabla 14) y 12 alteraciones
estructurales, que como ya se ha comentado no fueron detectadas hasta que

se estudio el cariotipo (tabla 15).

El 50% alteraciones estructurales eran aparentemente equilibradas. De
ellas, en tres ocasiones se comprobo el origen paterno de tales alteraciones,
con lo que se puede considerar que éstas no tendran efecto en el fenotipo del
portador y solo podran originar anomalias en la descendencia de los mismos
por posibles errores en la disyuncién meidtica. En las otras tres ocasiones, tras
realizar el cariotipo a los padres, se determind el origen de novo de tales
reordenamientos. En estas situaciones, se suele actuar de la misma manera
que las anteriores, pero debido a que solo son alteraciones equilibradas hasta
donde la resolucion de la técnica nos permite observar, no se puede garantizar
que no se haya visto afectada alguna regién del genoma y esto produzca
efectos en el fenotipo del portador. La AEDP estima que el 2-5% de los
individuos con anomalias estructurales equilibradas de novo presentan

alteraciones fenotipicas que dependen del tipo de anomalia observada.

El otro 50% de las alteraciones estructurales detectadas tienen caracter
patoldgico por presentar material genético ausente o en exceso. De ellos, en 5
casos se comprobd el origen de novo. Sélo en una ocasion, que implicaba al
cromosoma 3, la alteracion era producto de la recombinaciéon de un cromosoma
paterno que ya portaba una inversién, y como consecuencia se generé una

duplicacion en el feto.

Cabe destacar que en tres de los casos, la patologia viene dada por

translocaciones robertsonianas, entre cromosomas 21 (n=2) y entre los
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cromosomas 13 y 14 (n=1). Se considera que el 50% de las translocaciones
robertsonianas se originan de novo (Bandyopadhyay et. &/, 2002) como en
este caso. La t(21;21) o rob(21;21) pertenece al grupo mas raro mientras que
la t(13;14) o rob(13;14) al grupo mas comun. De hecho, practicamente el 95%
de los casos de novo implican a los cromosomas 13-14 o 14-21 y se originan

durante la meiosis materna.

Se calculd que desde que se implantd la técnica de FISH, en el afio
2002, la mayoria de la patologia detectada mediante cariotipo era detectable
mediante FISH (grafica 32), sdlo el 12% de la patologia se escapa de esta
técnica. Sin embargo, de ese porcentaje sélo el 30% fue realizado por ambas
técnicas, lo que equivale al 0'55% de las muestras durante ese periodo de

tiempo.

Grafica 32 Capacidad de la técnica de FISH para detectar cromosomopatias

Realizd FISH 30%
Detectable por FISH 88%
Patologia 2002-2009 100%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Thein et, 4/, 2000 detecta 111 cromosomopatias en un estudio de
1687 casos (tasa de deteccion del 6 '5%) y de ellas 14 fueron no detectables
por FISH (12 6% de las patologias y 0 '83% del total de muestras). Este grupo
considera razonable el uso de la técnica de FISH como alternativa para
indicaciones como edad materna avanzada y screening positivo, siempre que se
haga un extenso analisis ecografico. Sin embargo, sélo usan dicha técnica como
método adicional a la citogenética convencional para otras indicaciones,
especialmente cuando las anomalias se detectan mediante ecografia. Ya que
con malformaciones ecograficas graves, el resultado de un FISH normal no sera

determinante.
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Tabla 33 Tasa de deteccion del FISH para las anomalias cromosémicas

Autores Tasa de deteccion

D ‘Alton et. 4., 1997 73%
Evans et. d/., 1999 69 4%
Weremowicz et. 4/, 2001 84%
Luquet et. 4/, 2002 87 7%
Witters et, &/, 2002 85 6%

Algunos autores estiman que con la técnica de FISH se detectan la
mayoria de las anomalias cromosomicas. Dichos porcentajes se muestran en la
tabla 33.

5.2.2 Cariotipo en amniocentesis

5.2.2.1 Descripcion de la serie de amniocentesis

Hasta el afio 2007, se realizaban aproximadamente 800 analisis
citogenéticos en liquidos amnidticos por afio. En el 2008, se experimentd un
aumento que se debe al hecho de haber asumido los cariotipos de las
amniocentesis del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de La Candelaria, de
los que ya se realizaba la técnica de FISH. Por el contrario, trabajos como el de
Han et. 4/, 2008 presentan un constante aumento en el nimero de casos al

afo, comenzando en 58 en 1994 y alcanzando los 4502 en 2007.

La edad gestacional a la que se realiza la prueba coincide en su
mayoria con lo recomendado que es en la semana 16. Hay series en la
bibliografia donde la media de edad gestacional es superior e incluso inferior
(tabla 34).

La media de edad materna, 35 afos, esta por debajo del limite
recomendado para el diagnostico citogenético prenatal actual. Sin embargo, es
l6gico que coincida con el limite empleado hasta el afio 2008 debido a la
cantidad de afios en los que éste fue utilizado. El valor de la media va en

concordancia con que el 30% de las gestantes pertenezcan al rango de edades
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entre los 35 y 38 afios. En las series revisadas de la bibliografia, se recogen
edades maternas inferiores (tabla 35).

Tabla 34 Medias y/o rangos de las edades gestacionales de las amniocentesis

Autores Edades gestacionales
(semanas)

Crossley et, /., 2002 12 (11-12)

Corral et. 4/, 2006 20 (16-31)

Karaoguz et, &/., 2006 18

Zhang et. 4., 2010 16-28

Tabla 35 Medias y rangos de las edades maternas en las amniocentesis

Autores Edades materna (aifos)

Crossley et, /., 2002 29°9
>35 (15°4%)
Avgidou et. dl., 2005 34 (15-49)
>35 (48 5%)
Corral et /. en 2006 30 (19-46)
Karaoguz et, &/., 2006 33°9
Han et. 4/, 2008 30-34 (35 "4%)

35-39 (30%)
Se muestra entre paréntesis y con letra gris el porcentaje de gestantes que se encuentran

en determinados rangos de edad

Contrariamente con lo que se ha visto hasta ahora, es la edad materna
avanzada la indicacién mas frecuente. Esto se debe a que durante muchos
afos estuvo esta técnica asociada casi exclusivamente a esta indicaciéon. En
cambio, a partir del afo 2008 se implanta en el Servicio de Ginecologia del HUC
el screening combinado del primer trimestre como calculo de riesgo de
aneuploidias en la gestacion. Se observa en la grafica 14 cdmo ha aumentado
bruscamente la indicacién de amniocentesis por resultado del screening y ha
ido disminuyendo la indicacion de edad materna avanzada. Este es el cambio

de tendencia comentado anteriormente, que quizd sea mas facilmente
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observable con las amniocentesis debido al gran tamafo muestral que tiene en
esta serie (n=9119). Para Tseng et. 4/, 2006 la indicacién en la que mas
aneuploidias se detectaron fue en las realizadas tras ecografia (8 86%),

posteriormente otras indicaciones, screening y edad materna avanzada.

Gunduz et. dl., 2004 también obtienen la edad materna avanzada como
indicacion mas frecuente, pero detectan un cambio de tendencia contrario al
detectado en nuestros datos. Para este estudio realizado entre los afios 1998 y
2001 la frecuencia de la indicacion de diagnodstico prenatal por edad materna
avanzada ha ido aumentando y la del screening y ecografia ha ido
disminuyendo. A su vez, las tasas de deteccion han disminuido del 3°83% al
inicio del estudio hasta el 2°48% al final.

Tabla 36 Frecuencia de amniocentesis realizadas segin la indicaciéon sea la

edad materna avanzada, el resultado del screening o los hallazgos ecograficos

Autores Edad materna Screening Hallazgos
avanzada ecograficos

Park et. &l., 2001 51°6% 20% 9'5%.
Chenet. 4., 2005 58°85% 26°17% 4'5%
Karaoguz et, /., 2006 53% 33'3% 8'1%

Tseng et. /., 2006 57 3% 21°34% 7°9%

Han et. 4l., 2008 18°4% 70% 5'7%
Zhang, et. dl., 2010 37'74% 32°08% 26°42%

En otras publicaciones como las recogidas en la tabla 36 se observa
que la edad materna avanzada es la indicacion mas frecuente seguida del
screening y en tercer lugar por los hallazgos ecograficos. Esto no ocurre en el
caso del trabajo de Han y colaboradores en 2008 donde la indicacion mas

frecuente es el screening y en segundo lugar la edad materna avanzada.

Publicaciones como las de Hormansdorfer et. &/, 2010 y Mademont-
Soler et. dl., 2011 realizadas sobre centros espafioles coinciden que el uso de la

edad materna como indicacién Unica para detectar aneuploidias fetales es un
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concepto obsoleto. En Espafia en los afios 80 se implanto el screening prenatal
del segundo trimestre que tenia en cuenta la edad materna junto con los
niveles séricos de la alfafetoproteina y la fraccion libre de la gonadotropina
coridnica humana. Este método de screening se asociaba con una tasa de
deteccion de trisomias 21 del 60-80%. Durante la Ultima década se ha ido
implantando en este pais el screening del primer trimestre, que considera
ademas de la edad materna, los niveles séricos de la fraccion libre de la
gonadotropina coridnica humana y la proteina A del plasma asociada al
embarazo, asi como la medida de la translucencia nucal, como parametro
ecografico. Con este método publicado por Nicolaides en 2005, se estan
consiguiendo tasas de deteccién de trisomia 21 del 90% (Mademont-Soler et.
al., 2011).

5.2.2.2 Descripcion de los resultados de amniocentesis

La amniocentesis es una técnica que presenta un alto grado de éxito.
En el 99% de los casos analizados se obtuvo un resultado informativo, lo cual
es esperable después de llevar tanto tiempo establecida y el gran volumen de
trabajo que representa. Esto indica que los 76 casos en los que no se pudo
emitir un informe es una cantidad relativa pequefia y aceptable para los 11
afios de estudios. Estos datos son similares a los recogidos en la bibliografia
actual, mostrando una mayor diferencia con la publicaciéon del afio 1973 (tabla
37).

Tabla 37 Resultados informativos de las amniocentesis

Autores Resultados informativos

Hsu et. dl., 1973 84%
Karaoguz et, &/., 2006 99 7%
Mademont-Soler et. 4/, 2011 99 5%

El estudio refleja un 3 5% de diagndsticos con polimorfismos, siendo
un valor que a priori pensamos que no es del todo cierto. En una serie como

ésta se esperaria mayor nimero de casos con polimorfismos. En muchas
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ocasiones éstos no se informan en diagndstico prenatal para evitar malas
interpretaciones por parte de la gestante o del clinico, evitando asi ansiedad
innecesaria debido a la comun falta de informacién que sobre ellos posee la
poblacion general y facultativos clinicos no relacionados habitualmente con este
campo. Aungue otros autores publican valores incluso inferiores, como Hume
et. al.,, 1995 quien estima un 0°44% de polimorfismos en una serie de 12454
estudios prenatales. Se pueden agrupar en tres tipos (grafica 18): satélites,
aumento de heterocromatina e inversiones, siendo estas Ultimas las mas
abundantes, constituyendo el 51% de todos los polimorfismos registrados. El
origen de éstos sera siempre paterno o materno, no generandose de novoy sin

presentar efecto en el fenotipo del portador.

Entre las alteraciones estructurales detectadas (n=45), las mas
frecuentes son las alteraciones reciprocas equilibradas (n=29), que representan
un 64% de este grupo de alteraciones y un 0°32% del total de las
amniocentesis. Van Dyke et. &/, 1983 y Jacobs et. 4/, 1992 estiman entre un
0716-0"20% las translocaciones reciprocas equilibradas, incidencia inferior a la

registrada en nuestra serie.

Del total de las alteraciones estructurales, se ha podido comprobar que
el 60% de consideran de novo por no haberse hallado en el cariotipo de los
padres. Por lo tanto no se tiene tanta garantia de que no implican patologia en
el feto, como en las que han sido heredadas (40%). Hume y colaboradores en
1995 registran 118 alteraciones estructurales, de las que el 45% resultan
heredadas y el 55% de novo. Yaegashi et, 4/, 1998 registran alteraciones
estructurales en un 0'5% del total lo que hace un 23% de las
cromosomopatias. Tseng et. 4/, 2006 reporta translocaciones equilibradas en
un 0°41% del total, entre las cuales aproximadamente el 80% tenia un origen
parental. Han et. /., 2008 reportan que un 38 8% de la patologia pertenece a
alteraciones estructurales y detectando un 0 5% de translocaciones reciprocas,
de las que un 81% tienen un origen parental. Zhang et. 4/., 2010 detecta un

39°62% de anomalias estructurales entre toda la cromosomopatia.
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Se detecta un 2% de casos patologicos. Este valor es el que justifica
el gran volumen de trabajo que representa esta prueba. La tasa de deteccién
estimada para esta serie de datos es algo inferior a las revisadas en la
bibliografia (tabla 38) que como se ha podido ver oscilan de 1°08-5%.

Tabla 38 Tasas de deteccion de cromosomopatias en amniocentesis

Autores Tasa de deteccion

Hume et. dl., 1995 5%
Yaegashi et. dl., 1998 2'1%
Chenet. dl., 2005 2°'53%
Avgidou et. dl., 2005 1°08%
Tseng et. 4l., 2006 2'9%
Karaoguz et. &/., 2006 3%
Han et. 4/, 2008 3'1%
Zhang et. 4dl., 2010 2'26%,
Mademont-Soler et. 4/, 2011 2°9%

Las frecuencias de anomalias cromosdmicas patoldgicas de esta serie
de datos vuelve a estar en concordancia con lo observado en otros autores. La
trisomia 21 implica el 57% de la patologia detectada mediante cariotipo. Este
valor es mayor que todos los encontrados en la bibliografia salvo el registrado
por Avgidou y colaboradores en 2005 (tabla 39). Si se comparan las frecuencias
de las otras cromosomopatias detectadas con los publicados en la bibliografia
(tabla 39), se observa que se mantiene constante el hecho de que la trisomia
21 es siempre la mas frecuente. Tras ella, le sigue la trisomia 18, la monosomia

Xy la trisomia 13.

Tabla 39 Comparacion de las alteraciones cromosémicas en amniocentesis
Nuestros datos 57% trisomia 21
8% trisomia 18

4% trisomia 13
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Hume et. 4/, 1995

Yaegashi et, 4/., 1998

Chenet. &/., 2005
Avgidou et. /., 2005
Tseng et. 4/., 2006

Han et. 4/, 2008

Zhang et. 4/., 2010

Mademont-Soler et. 4/, 2011

6% monosomia X
4% poliploidias

9% otros gonosomas
24"7% trisomia 21
7% trisomia 18
4°6% trisomia 13
12 "2% monosomia X
5°7% poliploidias
35"8% trisomia 21
11"1% trisomia 18
6% trisomia 13

30 '28% trisomia 21
60% trisomia 21
27,54% trisomia 21
11°59% trisomia 18
4"35% trisomia 13
37% trisomia 21
10% trisomia 18
1"23% trisomia 13
5 4% monosomia X
49% trisomia 21
9°43% gonosomas
1"89% poliploidias
38% trisomia 21

7 "8% trisomia 18

2 4% trisomia 13

5% monosomia X

En nuestra serie, solo en el 5'4% de los casos, el origen de las
cromosomopatias se debe a alguna alteracién heredada del padre o de la
madre. En nuestra serie, 93 5% de la patologia registrada es de novo. En
ocasiones se pueden llegar a originar reordenamientos estructurales de novo

(Carrasco Juan et. &/, 1989). Sin embargo lo mas frecuente es que este tipo de
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alteraciones se produzcan de novo. En la trisomia 21, aproximadamente el 90%
de los casos se deben a errores en la disyuncion meidtica (Gardner vy
Sutherland, 2003). De ellos, en torno a un 5% son de origen paterno y el resto
materno. En el caso del origen paterno, el 75% de los errores se producen
durante la meiosis II. Cuando el origen es materno, el 75% se producen en
meiosis 1. El resto de los casos de trisomias 21 se atribuye un 5% a errores
mitdticos, un 4% a translocaciones robertsonianas (75% familiares y 25% de

novo) y un 1% con otro origen.

En el apartado 4.2.1.3 se especificd un caso en el que no se obtuvo
concordancia entre los resultados del FISH y del cariotipo. Ademas, el resultado
del cariotipo de liquido amnidtico no correspondia con lo observado
posteriormente mediante funiculocentesis y cariotipo en sangre de cordoén, con
lo que se ha considerado como un caso de falso positivo para amniocentesis.
De tal manera, que se estima una sensibilidad para esta técnica del 99%. Asi
como una especificidad del 100%, ya que no se ha registrado ningun caso de
falso negativo, con lo que todos los diagndsticos citogenéticos normales han

sido verdaderos.

5.3 Sangre de cordon (SC) o funiculocentesis

5.3.1 Descripcion de la serie de funiculocentesis

El tamano muestral de las funiculocentesis es mucho menor (n=63)
gue cualquier otro, sobre todo si se compara con el volumen de las
amniocentesis (n=9119) durante el mismo periodo. Esto apunta a unos datos
poco representativos, pero sin embargo de ellos se obtiene informacién de
utilidad. Casi todas las series, como se vera en el apartado 5.4.3, presentan un
menor nimero de pruebas de SC en relacion a las demas, a excepcion de la
presentada por Corral et. d/. en 2006 donde las funiculocentesis fue la prueba

mas realizada en un 78% de las ocasiones. En el ano 2007 se observa un
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llamativo incremento del nimero de determinaciones, para lo cual no se ha

encontrado relacion con algun hecho concreto (grafica 21).

La obtencion de sangre de corddn (funiculocentesis o SC) para el
estudio del cariotipo viene ligada a un estadio posterior del embarazo, con lo
que es ldgico que la media de semana gestacional, algunos dias pasada la
semana 22, sea posterior a la obtenida para otras pruebas. A pesar de esto, se
encuentra en el limite superior de lo recomendado que es entre las semanas 18
y 22. En otros centros (tabla 40) la media de edad gestacional ha sido todavia
mayor, pero también hay medias de edades gestacionales inferiores. En el caso
de Tongsong y colaboradores (2000) presenta casi el 80% entre las semanas
19-21.

Tabla 40 Relacion de edades gestacionales a las que se realizan las

funiculocentesis de la bibliografia revisada
Autores Media y/o rangos de edad
gestacional (semanas)

Den Hollander, et. 4/, 1994 28 (17-37)

Tongsong et. 4&l., 2000 1978 (16-24)
Corral et. /., 2006 27 (18-38)
Acar et dl., 2007 17-28

Liao et. 4/., 2007 24-34

Zhang et. 4/., 2010 16-37

La media de edad materna en la poblacién es bastante baja, de 29
anos, pero con un rango de variacién amplio, entre los 16 y 42 afios. Este dato
es similar al de otras series que estiman la media de edad materna, o incluso
algo superior (tabla 41).



DISCUSION | 161

Tabla 41 Relacion de edades maternas a las que se realizan las

funiculocentesis en la bibliografia revisada

Autores Media y rangos de edad

materna (afos)

Den Hollander et. d/., 1994 28 (18-42)

Tongsong et. &/., 2000 31 (15-49)
Corral et. dl., 2006 26 (14-43)
Acar et. &l,, 2007 27°85 (17-43)

Las principales indicaciones para realizar una funiculocentesis en este
estudio son en primer lugar observar anomalias ecograficas, generalmente a
estas alturas de la gestacion se asocian con la ecografia selectiva de la semana
20 o con embarazos no controlados. Y en segundo lugar a la comprobacion de
resultados citogenéticos previos. De manera que la poblacion estudiada es
bastante heterogénea. La tabla 42 muestra la comparacion de frecuencias de
indicaciones para realizar una funiculocentesis entre diferentes autores,
ninguno de ellos plantean la comprobacion de resultados como una indicacion

de funiculocentesis.

Tabla 42 Comparacion de las principales indicaciones para realizar las

funiculocentesis

Autores Edad materna Screening Hallazgos
avanzada ecograficos

Boulot ét. 4/, 1992 100% = =

Park et. 4/., 2001 20% 11°34% 49°5%

Acar et, al., 2007 6% 4% 77 6%

Liao et. 4/., 2007 - - 100%

Zhang et. 4/., 2010 7°15% 7°15% 75%

El estudio de Tongsong et. 4., 2000 se centra fundamentalmente en
estudiar el diagndstico de la talasemia. Aln asi, en el 27% de sus punciones

interesaba realizar el cariotipo. Dentro de estas funiculocentesis, la indicacion
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de mayor frecuencia fue la edad materna avanzada, seguida de antecedentes

citogenéticos y hallazgos ecograficos.

5.3.2 Descripcion de los resultados de funiculocentesis

La tasa de éxito de la funiculocentesis es bastante alta, un 92%. Esto
aporta fiabilidad, a pesar de las dificultades que presenta. Los datos publicados

por otros autores son similares a lo encontrado en nuestra serie (tabla 43).

Tabla 43 Tasas de éxito de las funiculocentesis de la bibliografia revisada

Autores Tasa de éxito

Hickok y Mills, 1992 93" 7%
Den Hollander et, &/, 1994 90%
Acar et. al,, 2007 92 "8%
Zhang et. 4dl., 2010 100%

La incidencia de cromosomopatias detectada es del 24%, superior
a todas las encontradas en la bibliografia revisada (tabla 44). Durante los tres
anos que durd el estudio del equipo de Tongsong publicado en el afio 2000, se
realizaron 1430 funiculocentesis, entre las cuales se detectaron anomalias
cromosomicas en el 0°8% de los casos. Este resultado varia si recordamos que
el objetivo principal del estudio era diagnosticar la talasemia, asi que si nos
centramos soélo en las 357 funiculocentesis en las que se queria estudiar el

cariotipo, la incidencia de cromosomopatias asciende al 3 "3%.

La frecuencia de trisomia 21 detectada estd en relacién con lo
observado en otros estudios, ya que esta préxima al 5% del total de muestras
analizadas. Si se observa Unicamente los casos patoldgicos, la trisomia 21
representa el 30% de toda la patologia detectada. Cuando se comparan estos
resultados con los de otros autores (tabla 45) se ven cifras similares como los
estudios de Den Hollander y Acar. En cambio, las cifras publicadas por Liao son
bastante inferiores (17 6%) y las de Zhang son muy superiores (85%), este

Gltimo grupo detecta un 12% de patologia en las funiculocentesis.
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Tabla 44 Tasa de incidencia

funiculocentesis

Autores

Den Hollander et. &/., 1994
Acar et. al., 2007

Liao et. 4., 2007

Zhang et. 4dl., 2010

de cromosomopatias detectadas en

Incidencia de
cromosomopatias
16 1%

5'17%

17°34%

12°02%

Tabla 45 Comparacion de cromosomopatias detectadas en funiculocentesis

Autores Cromosomopatias

Nuestros datos

Den Hollander et. &/., 1994

Acar et dl., 2007

Liao et. 4/., 2007

Zhang et. 4., 2010

30% trisomia 21
10% trisomia 13
20% translocaciones
equilibradas

10% ESAC

10% trisomias parciales
23% trisomia 21
34°6% trisomia 18
27%estructurales
33"3% trisomia 21
3373% trisomia 18
83% trisomia 13

8 3% poliploidia

16 "67% inversiones
17 "6% trisomia 21
41°2% trisomia 18
6% trisomia 13
85% trisomia 21

7 14% gonosomas
3'57% triploidia
3757% reordenamientos

estructurales
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Las tasas de contaminacion materna publicadas por otros autores
son tan dispares como el 2% para Tongsong et. &/, 2000 y el 12°3% para
Mathur et, /., 2002. En nuestro estudio se calcula un 3" 17%. Esta estimacion
estd hecha basandose en los resultados del cariotipo donde es observable dicha
contaminacion, es decir en los fetos masculinos y portadores de

cromosomopatias.

Entre los resultados normales, un 76% del total, se observa una mayor
proporcion de cariotipos femeninos (47 "62%). Esto pensamos que puede estar
en relacién con la alta tasa de contaminacién materna debida a la dificultad de
extraer sangre de cordodn y la facilidad de errar en la puncién. A pesar de ello,
no se tiene notificacion de ningln caso con desenlace diferente al informado
tras la funiculocentesis. Con lo que no se registran casos de falsos positivos ni
falsos negativos, de manera que las estimaciones de sensibilidad y especificidad
son de 100% en ambos casos. Den Hollander et. &/, 1994 no registraron casos
de falsos negativos ni falsos positivos. Para Morrison y Rodereck, 1997 la
funiculocentesis se considera una prueba de alta sensibilidad aunque baja

especificidad dados sus propios resultados.

5.3.3 Concordancia de los resultados de funiculocentesis

con las amniocentesis previas

En los casos de funiculocentesis realizadas para comprobacion de una
amniocentesis previa (n=33), se compararon los resultados de ambas pruebas,
obteniendo una tasa de concordancia del 48 °5%. Tras revisar posteriormente
cada uno de los casos no concordantes (n=17), se observé que en su mayoria
la no concordancia era debida al crecimiento de células femeninas,
interpretadas como maternas, en la funiculocentesis (n=12) o en la
amniocentesis (n=3). El resto de los casos (n=2), la no concordancia sirvio para

descartar falsos mosaicismos detectados previamente.

Si los 12 casos de funiculocentesis en los que crecieron exclusivamente

células femeninas se consideran contaminaciones maternas. Estos se pueden
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sumar a los ya mencionados y se incrementaria la tasa de contaminacion por
células maternas en funiculocentesis a un 22°2%, dato superior a lo

encontrado en la bibliografia.

5.4 Tasa de datos desconocidos

5.4.1 Biopsia de vellosidades coriales

El porcentaje de datos ausentes que tienen las variables edad materna
(n=1) y semana gestacional (n=5) se consideran bajos aunque deberian poder
evitarse. En cambio hay faltas considerablemente superiores, como la
indicacion, el tipo de concepcidn, la historia reproductiva o el desenlace de la
gestacion, en los que llega a faltar mas de la mitad de la informacion. Tenerla

resultaria Util a la hora de realizar el diagnostico.
5.4.2 Hibridacion in situ fluorescente

Datos como la edad materna de la gestante o la indicacion para la
prueba invasiva, de las que ha faltado el 9°62% vy el 32"2% respectivamente,
no deberian faltar dado su interés informativo y demografico. En cambio, el
dato de la edad gestacional es de especial relevancia para la realizacion de la
técnica y ha estado ausente en el 43°3% de los casos. En funciéon de las
semanas de gestacion se aplica a la muestra diferente tiempo de digestion

enzimatica con pepsina, con lo que se puede ver afectado el resultado.
5.4.3 Amniocentesis

El porcentaje de informacion ausente en el caso de las amniocentesis
es menor si se compara con lo ocurrido con otro tipo de muestras. Sin embargo
se considera todavia un valor alto por el que se deberia dedicar un esfuerzo a
mejorar el flujo de informacién entre los diferentes servicios y reducir asi tales

porcentajes, para conseguir series de datos de mayor fiabilidad.
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5.4.4 Funiculocentesis

Para futuros estudios conviene evitar la considerable falta de
informacién que se tiene de esta prueba. Porque, junto con el pequeio tamano
muestral, dificulta la interpretacion de los datos y hace que éstos sean aln

menos representativos de lo que serian sélo por el escaso nimero de muestras.
5.4.5 Aportacion a la mejora del flujo de informacion

Se recomienda ser mas estricto en el registro de datos dentro de la
propia seccion de Citogenética. Tanto en las modificaciones necesarias para
poner a punto las nuevas metodologias diagndsticas, como en el registro de los

datos pertenecientes a cualquiera de las pruebas.

Para solventar la ausencia de datos y de historias clinicas en el caso de
las biopsias coriales se realizd un contacto telefénico con la gestante. Se puede
seguir realizando con ésta y otras pruebas, incluso con el facultativo que la

indica, a pesar de lo tedioso y lento que pueda resultar este modo de trabajo.

También se debe corregir la ausencia de datos en las peticiones
remitidas desde el Servicio de Ecografia del HUC, asi como del HUNSC. Por lo
que, se plantea la necesidad de un trabajo conjunto entre Ginecologia y
Citogenética, con el fin de crear una base de datos util para poder

posteriormente analizar los resultados.

La situacion ideal, que se espera conseguir en un futuro no muy lejano,
es que la base de datos de la Seccion de Citogenética esté unificada con la del
resto del hospital. De esta manera, se podra tener acceso directo a toda la
informacion de los pacientes. Por lo tanto, lo deseable seria ademas que
existiera unificacién con la base de datos del HUNSC vy el resto de centros del
Servicio Canario de Salud (SCS). Con lo que solo haria falta el compromiso del
personal para conseguir una fuente de datos Util para futuros estudios, en los
que se podran plantear comparaciones entre centros, islas o incluso provincias.

De esta manera, la base de datos estaria completa y en un Unico lugar. Con el
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paso del tiempo se obtendria una valiosa informacion, nada comparable con lo
gue se ha podido recoger en este estudio, donde ha sido evidente la escasez de
datos. Para todo ello es fundamental que la recogida de datos se haya

finalmente estandarizado.

Peticion de Ginecologia
DATOS PERSONALES
Nombre y apellidos:

NO© historia:

DNI:

Direccidn:

Teléfono:

REMISION DE LA MUESTRA
Hospital:

Dr/a:

Indicacion: i
EXTRACCION Y ENVIO
Fecha y hora:

Via de extraccion:

N© punciones:

GESTACION

Edad materna:

Semana de gestacion:

Historia reproductiva: (embarazos, IVE o abortos previos y causa)
FIV:

Enfermedades previas de la gestante:
Antecedentes familiares:

Historia de la Seccion de Citogenética
MUESTRA

Cantidad (mg):

Aspecto:

Cultivo directo: (si/no, como y resultado)
FISH: (si/no, cdmo y resultado)

Cultivo a largo plazo: (si/no, cdmo y resultado)
Incidencias:

EVOLUCION DE LA GESTACION:

Comprobacion  con  otras  técnicas: (amniocentesis,
cordocentesis)

Desenlace y semanas:

Comprobacion del diagndstico citogenético en autopsia, parto
0 por sangre periférica:
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Para contribuir a que dicha unificacion de informacion sea Util, se
proponen 3 plantillas, a rellenar por los distintos servicios, en los que quedaria
recogido incluso algunos parametros que hasta ahora no se recogian. La
primera parte es la peticion de la muestra, que se debe rellenar por el médico
que la realiza, generalmente en la Unidad de Ecografia. En segundo lugar, los
datos que deben ser completados por la Seccion de Citogenética. Y la tercera
parte es la informacion, del desenlace de la gestacion. Esta ultima resulta util
para comprobar las sospechas y resultados, y puede ser rellena en paritorio o

en el Servicio de Anatomia Patoldgica segln el caso.

Hasta que llegue el momento de dicha unificacion de base de datos, se
puede hacer un registro en un ordenador externo o incluso en formato papel,
mientras que esas 3 partes estuvieran localizadas en un mismo lugar, bien la

Seccién de Citogenética o en las historias del archivo central de cada hospital.

5.5 Comparacion de los casos patologicos

frente a los normales
5.5.1 Edad materna y cromosomopatias

5.5.1.1 Patologia en mayores y menores de 38 aiios

Un 62% de los diagnosticos patoldgicos se han detectado las anomalias
cromosomicas en gestantes menores de 38 afos (grafica 25). Si esto ocurriera
solamente en los Ultimos afios se podria pensar que se debe a los nuevos
programas de cribado prenatal de aneuploidias, pero no es asi, se ha observado

a lo largo de todo el estudio.

Incluso es un efecto observado también por otros autores. Wesllesley
et. 4dl, 2004 publican un 64% de las trisomias 21 diagnosticadas
prenatalmente, corresponden a gestantes menores de 35 afos. La serie

presentada por Acar et &/, 2007 tiene un 66 67% de las patologias
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pertenecientes a gestantes menores de 35 afios y el 33°33% restante
sobrepasa esa edad. En el estudio presentado por Offerdal et. /., 2008, 63 de
los 88 casos de trisomias 21 estudiados pertenecian a gestantes con menos de
38 afos, es decir un 72%. El total de casos estudiados fue de 49314. En
cambio, Honmansdorfer et. d/., 2010 registran un 57 5% de las trisomias 21 en

gestantes mayores de 35 afios y el 42 5% en menores de 35 afios.

La mayoria de los estudios sobre edad materna estan dirigidos a la
trisomia 21 y de ella se extrapolan muchas veces al resto de las
cromosomopatias. Si nos fijamos exclusivamente en dicha aneuploidia en la
grafica 25, las biopsias coriales y las amniocentesis presentan mayor frecuencia
de gestantes menores de 38 anos, y el FISH y la funiculocentesis pertenecen

mayoritariamente a gestantes mayores de 38 afios.

El hecho de encontrar dicho porcentaje de resultados citogenéticos
patologicos en menores de 38 afos, apoya la tendencia de restar importancia a
la edad materna avanzada como causa de cromosomopatia y justifica la
realizacion de este tipo de pruebas en el grupo de gestantes hasta la fecha

considerados de menor riesgo.

5.5.1.2 Relacion de la edad materna con las

cromosomopatias: chi-cuadrado

Interesa conocer si para esta serie de datos se observa o no relacién
entre las variables edad materna y patologia. Los valores obtenidos para la
prueba de y® revelan una asociacién esperada para las amniocentesis,
estudiadas por FISH y por cariotipo, y para las funiculocentesis. Siendo una
relacién estadisticamente significativa entre la edad de la gestante y la
patologia detectada, con un 95% de confianza. En cambio, este hecho no se
refleja en los datos obtenidos en Biopsias Coriales. Esto puede ser debido a lo
gue ya se ha comentado sobre que con el cribado del primer trimestre la edad

materna avanzada tenga menos valor. De hecho la media de edad materna
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para la Biopsia Corial era de 34 anos (tabla 6) y presentaba una gran mayoria

de sus casos patoldgicos con gestantes menores de 38 afios (grafica 25).

Si se aumentara el nivel de confianza al 99%, el caso de las
amniocentesis dejaria de presentar relacion estadisticamente significativa. Lo
cual hace pensar también que, a pesar de que la edad materna avanzada
predisponga para las cromosomopatias, quiza no haya una relacion tan directa

como se pensaba hasta ahora.

Se puede considerar que se ha utilizado una muestra lo suficientemente
representativa en todos los casos salvo en la funiculocentesis, en la que el

contraste se realizd con n=31 que corresponde al 50% de datos ausentes.

5.5.2 Indicaciones en los casos normales y patologicos

Consideramos que la indicacién mas frecuente en el caso de resultados
patoldgicos (grafica 26) es la que sera mas indicativa de cromosomopatia. Para
cuantificar esta idea se calculd el valor predictivo positivo de cada una de estas
indicaciones (tabla 27). Con estos datos, los hallazgos ecograficos que indicaron
realizar biopsia corial tienen un poder de prediccion del 52%. De manera
aproximada, 1 de cada 2 Biopsias Coriales que se realizan bajo la indicacion de

hallazgos ecograficos es de un feto portador de cromosomopatias.

Para la técnica de FISH, la indicacion de mayor poder de prediccion fue
la agrupada bajo el nombre de “Otros” en donde se engloba multitud de
indicaciones de baja frecuencia cada una, asi que no lo consideraremos. En el
siguiente valor de prediccion, en torno a un 10%, coinciden los hallazgos
ecograficos, los antecedentes y la combinacion de varias indicaciones. Es decir,
que 1 de cada 10 amniocentesis que se les indique FISH por alguno de estos

motivos, resultara patoldgica.
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El poder de prediccion para las indicaciones de las amniocentesis
presenta unos valores mas bajos. EI mayor valor es el 7% que corresponde a la

prediccion de los hallazgos ecograficos.

Todas las funiculocentesis que se realizaron indicadas por screening
resultaron ser patoldgicas, de manera que en teoria se podria considerar que el
screening tiene un valor predictivo del 100%. Pero es necesario considerar que

el tamafio muestral fue insuficiente como para llegar a tales conclusiones.

Los valores predictivos positivos (VPP) publicados por otros autores
(tabla 46) son aproximados a los de nuestra serie de amniocentesis, salvo los
que publican para edad materna avanzada Meagher y colaboradores en 1994 y
el de los hallazgos ecograficos que publicd el grupo de Castro Volio en 2001.
Estos bajos valores de prediccion son concordantes con las bajas tasas de
incidencia de las cromosomopatias. Aunque también son indicativos de que los

métodos de cribado podrian ser mejorables.

Tabla 46 Valores predictivos positivos (VPP) de otros autores

Autores Prueba Indicacion VPP
Meagher et. &/, LA+BVC+SC Edad materna avanzada 12%
1994 Hallazgos ecograficos 1°5%
Castro Volio et. 4., LA Edad materna avanzada 2'5%
2001 Hallazgos ecogréficos 17%
Tseng et. d/., 2006 LA Edad materna avanzada 2°31%
Screening 2°6%,
Hallazgos ecograficos 8'86%
Otras 2'74%
Han et. 4/, 2008 LA Edad materna 3'4%
Screening 2'8%
Hallazgos ecograficos 6%

Mademont-Soler et. LA+BVC Edad materna avanzada 2 4%
al., 2011 Screening 2°2%
NT aumentada 9.2%
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Otros hallazgos 6 6%
ecograficos 3'7%
Antecedentes

BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, LA: muestra de liquido amnidtico, SC: muestra de

sangre de corddn

El andlisis de correlacion entre las indicaciones y los resultados
patoldgicos segun la prueba realizada esta en concordancia con lo observado
en la gréfica 27. Se establece una asociacion fuerte entre la patologia detectada
mediante FISH en liquido amnidtico y la indicacion de hallazgos ecograficos.
También se observa esta asociacion con los antecedentes. Sin embargo,
estimamos que ésta se debe a que es la prueba que mas casos patoldgicos se
realizan por antecedentes como indicacién, aunque no existen muchos casos de

estos.

Relaciones establecidas en menor grado entre la edad materna
avanzada y la patologia mediante amniocentesis, y la comprobaciéon de
resultados con la funiculocentesis, son esperables y coherentes con los

resultados observados.
5.5.3 Comparacion de tres afios de patologia

Las frecuencias observadas en nuestra serie de datos van en
concordancia con lo publicado por otros autores (tabla 47) salvo Corral y
colaboradores (2006) quienes trabajan mucho mas sobre muestras de sangre
de corddn. Por lo demas todos coincidimos en que la amniocentesis es la
prueba mayoritaria. Debido al gran volumen que presenta, resulta ldgico que

sea también la prueba que mayor cantidad de patologia detecta.

Las anomalias cromosémicas detectadas en el trabajo de Corral et. 4/,
2006 fueron principalmente en sangre fetal (57%) como es logico por el
volumen realizado de este tipo de muestras. En segundo lugar en liquido
amnidtico (31%) y por Ultimo en células trofoblasticas (12%). En nuestra serie
fue la amniocentesis, por cariotipo (54%) y FISH (32%), y luego las BVC
(13%).
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Sin embargo, fue la Biopsia de Vellosidades Coriales la metodologia que
mas casos patoldgicos diagnosticé en funcion del nimero de casos realizados,

lo que demuestra el éxito de la incorporacion de ella a nuestro centro.

Tabla 47 Porcentajes de determinaciones citogenéticas en funcion del tipo de

prueba realizada

Autores Prueba Frecuencia
Meagher et. dl., 1994 LA 52%
BVC 40°5%
SC 7'5%
Park et. 4/., 2001 LA 78 7%
BVC 16 3%
SC 4%
Corral et. /., 2006 LA 16%
BVC 3%
SC 78%
Zhang et. 4/, 2010 LA 84 3%
BVC 5'5%
SC 8 4%

BVC: Biopsia de Vellosidades coriales, LA: muestra de liquido amnidtico, SC: muestra de

sangre de corddn
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6 Conclusiones
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1. Hemos puesto a punto en la Seccion de Citogenética del Hospital
Universitario de Canarias la técnica del estudio citogenético de vellosidades
coriales, utilizando la hibridacion in situ fluorescente (FISH) y el cariotipo de
células cultivadas. En los 115 casos estudiados correspondientes a Biopsias de
Vellosidades Coriales, la media de edad materna fue de 34 afios, lo que
confirma el actual desuso del criterio de la edad materna avanzada como Unico
indicador de cromosomopatia, siendo las principales indicaciones para esta

prueba los hallazgos ecograficos y el cribado de aneuploidias.

2. A pesar de no haber conseguido resultados en el cultivo directo de
biopsias de vellosidades coriales, se diagnosticd un 17% de cromosomopatias
con la técnica de hibridacion /in situ fluorescente, lo que hace que la técnica de
Biopsia Corial sea de gran utilidad en el diagndstico citogenético prenatal,
obteniéndose siempre concordancia con el cariotipo en los casos en los que se
realizd una amniocentesis posterior. Se obtiene ademas cariotipo tras cultivo a
largo plazo en un 30% de los casos, observando en su mayoria concordancia
con los resultados del FISH. Sin duda, es necesario ampliar la experiencia en el

cultivo directo y a largo plazo.

3. Para las 967 muestras de liquido amnidtico a las que se realizo la
técnica de hibridacion /n situ fluorescente (FISH), coincide que las dos
indicaciones mas frecuentes fueron los hallazgos ecograficos y el método de
cribado, quedando la edad materna en un tercer lugar. La tasa de deteccion de
cromosomopatias en dichas muestras aumenta hasta un 8 7%, superior a la
gue se obtiene sbélo mediante cariotipo (2%). La prevalencia de la trisomia 21
es del 57%, el indice de resultados informativos del 97% y la concordancia

entre el cariotipo y el FISH del 99 "1%.

4. Consideramos la técnica de hibridacion /n situ fluorescente (FISH) en
diagnodstico prenatal como un método rapido, seguro y de gran fiabilidad, a
pesar de que solo se estudian las aneuploidias de los cromosomas X, Y, 13, 18

y 21 y no otras alteraciones numéricas ni estructurales. Por ello han de tenerse
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siempre en cuenta los datos clinicos y/o el cariotipo completo antes de tomar

cualquier decisidn terapéutica.

5. En los cariotipos efectuados en liquido amnidtico, el 99% de los
casos tuvieron resultado informativo. Se detecta un 6% de |las
cromosomopatias, de las que, como se acaba de indicar, un 2% producen
patologia. El resto son polimorfismos en su mayoria y un bajo porcentaje
(0°5%) corresponden a alteraciones citogenéticas que no producen efecto en
el fenotipo del portador pudiendo originar anomalias en la descendencia.
Considerando los 9119 casos estudiados, la indicacion mas frecuente para
realizar una amniocentesis fue la edad materna avanzada. Sin embargo se ha
observado un cambio de tendencia en los Ultimos afios en los que el método de

cribado fue la indicacion mas frecuente.

6. Las funiculocentesis presentan un volumen de trabajo
considerablemente menor que el resto de las pruebas (n=63). Una gran
mayoria de las gestantes sometidas a esta prueba eran menores de 30 afios.
Los resultados fueron informativos en el 92% de los casos con una tasa de
deteccién de cromosomopatias del 24% aproximadamente. La principal
indicacion son los hallazgos ecograficos y en segundo lugar la comprobacion de

resultados previos.

7. Se establece una asociacidon estadisticamente significativa entre la
edad materna y la patologia detectada cuando se realiza Amniocentesis, por
cariotipo y por Hibridacion /in situ Fluorescente, o Funiculocentesis. Esta relacion

no se pudo determinar en el caso de las Biopsias de Vellosidades Coriales.

8. Analizando la edad materna, los datos ecograficos y el cribado de
aneuploidias como indicaciones para el diagndstico citogenético prenatal, se
comprueba que los hallazgos ecograficos tienen un poder predictivo del 52% en
las Biopsias de Vellosidades Coriales, de manera que aproximadamente una de
cada dos pruebas que se realizan por esta indicacion, corresponde a un feto

portador de cromosomopatias.
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9. Seleccionando los tres Ultimos afios de cada una de las muestras
estudiadas, es la técnica de Biopsia de Vellosidades Coriales la que mayor tasa
de deteccion presenta, con un 17%. Este dato, apoya, junto a los sefalados
anteriormente, la aportacion positiva que hace al diagndstico citogenético
prenatal. Asi mismo, parece indicar que la aplicacion del cribado prenatal del
primer trimestre donde se evallan la edad materna, los marcadores ecograficos
y los marcadores bioquimicos, consigue definir mejor qué gestaciones deben

someterse a una prueba invasiva de diagnostico prenatal.

10.El flujo de informacion existente entre las Unidades de Diagndstico
Prenatal y la Seccion de Citogenética es mejorable, en vistas a obtener mayor y
mejor nimero de datos de cada muestra con el fin de disponer de una base de
datos centralizada mas fiable y de mayor calidad a la hora de realizar futuros

estudios estadisticos y epidemioldgicos.
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7 Nomenclatura y designacion
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En la descripcion de un cariotipo lo primero es anotar el nimero total
de cromosomas, seguido por una coma y los cromosomas sexuales. A
continuacion se describen las anomalias cromosdmicas que llevan el siguiente
orden: primero las anomalias en cromosomas sexuales, luego los autosomas
segin orden numérico, para cada cromosoma primero se escriben las
anomalias numéricas, luego las estructurales y si hay varias estructurales en el

mismo par de homdlogos, éstas se ordenan alfabéticamente.

El tipo de reordenamiento se designa con letras, que se describen a
continuacion. Los paréntesis indican el cromosoma implicado en dicho
reordenamiento, el cual se indica inmediatamente antes. Si estan implicados
dos 0 mas cromosomas se utiliza el punto y coma [;] como ocurre en el caso de
una translocacion. En caso de presentar varias lineas celulares, se afiade tras la
descripcion de cada una de ellas el tanto por ciento entre paréntesis. Al final de

la descripcién se anade el origen materno, paterno o de novo si éste se

determina.

0O engloba el cromosoma implicado en una anomalia estructural o
rotura

, separa los numeros de los cromosomas, los cromosomas
sexuales y las anomalias cromosdmicas
indica rotura cromosdmica

; indica rotura y unién cromosémica
denota sub-bandas

/ separa lineas celulares

- pérdida de material

+ exceso de material

add  material adicional de origen desconocido
cen  centromero
chr cromosoma

cht cromatida/e
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de/
der
dic
dis
an

dup

ins
inv
mar
mat

mos

pat
Ph

ps

gs

rcp

rec

rob

ter

delecion o pérdida de un segmento
cromosoma derivativo

cromosoma dicéntrico

distal

de novo

duplicacién de un segmento
heterocromatina constitutiva
isocromosoma

insercion del segmento

inversion del segmento
cromosoma marcador

origen materno

mMosaico

brazo corto del cromosoma

origen paterno

cromosoma Philadelphia

satélites en el brazo corto del cromosoma
brazo largo del cromosoma
satélites en el brazo largo del cromosoma
cromosoma en anillo

reciproco

cromosoma recombinante
translocacién robertsoniana
satélites

translocacion

parte terminal del cromosoma
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upd
var

wep

disomia uniparental
variante o region variable

pintado cromosémico
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