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INTRODUCC ION.

A partir cel presente 3iglo e han registrato avances inesperams e L]
¢icina gracias @ 10s csscubrisisntos realizacos en otras cisnciss cows: Gerd
tics, Citalogla, Bioguiwics, Immunclogfs, Serologfa, y otras suchas. Asf, -
en 1la actualidad no s8lc ss posible afectusr el diagndstico corrects o8 mu—e
cros padecleientos, sino gue se han elucidedo los secanismos involucrsase en

s manifestacidn y transmisifn, 1o cual facilits en gran parts su tretesisn~
o y prevencifn,

in Gendtica, fue Gregorio Wendel quisn en 1864 postulf 1s teorf{s de la
rerencia mediants la transmisifn de *unicsces® (geres) que sa encuentren en

ias células reproductores y nque me oistribuymn y transsiten s la descenderr—

cia siguienco 1a3 Leyes oc 1la Segregacifin, Su trabejo, a pesar de haber aj-

0o publicado en los anales ve la Socledad de Fistoria Ratural de 2rin en e

1865, no fue debidawente valoreoo sino nasts 1900, £n 1902 &, J, Sutton y -

Teocors Boveri concluysron simultdrea e incependientemante que los gees se
encuentran en los cromosomas y gue 10s alelos s@ separan ourante la ssioals,

givisifn celular necesaria pare la reduccifin oel nsero cromostsico e~ los
gametos masculinos y femeninos ve plantas y arimales, &

Fasteriormentes, mchos Otrus realizaron estudi{os sobre 1los mecsiswos -

oe tranamisifn ce ls rerencia. Qescubrieron fendmenas como: slelisas, pleio

tropfa, poligenia, exprasivioad, penetracifn, rarencia ligaca al saxg, entrs
cruzaniento, mutacidn, ete,, y obsarveron el comportamiento de 1G8 Cromosc—
mas durante la maiosts, registrenco ferdmonos anormales como: worosonias, -

trisomfas, oeleciones, ouplicationgs, translocaciones, atc., Jue resultan en
1a forwmscifn oe proouctss anorwales,

En Citolog{a, tamuién se nan registrano grandes avances, princisalsente

gn lo relacionmdn al cultivo de cflulas y tejloos, En 1965 T30 y Levar 7%

observaron DOr vez orimera 8l cariotipo humamo y demostraron oue pxifa st~

diarse &ate er cultivos celulares, Posteriorments, Puck y sus Coledorago——



58 cemostraron que es posible iniciar uma 1inea celular de cuslquier do-
ragor, qus sus cflulas son capaces de cividirse in vitro y formar colonias -

que continuarén regroduciénonse por muchas generaciones., Al miswo tiempo, =
- 16

Zagle y otros investigadorss oeterminaron aigunas de los regquisitos nutri
cionsies pare el cultivo in vitro oe cllulas oe mamiferos,
Xrooth y mainberg a

res

nMiemdn, en 1960
gemastraron pOr ve:z primera que algunos defectos -mu_S_
licos hereditariocs contindan expresdrcose en culivos celulares derivados del

pacients, Se iricif asf una nueva clencia: La Gerdtica ce CSlulas Somdticas,

Gracias 8 esSt0s avances se hn suparacs una e las principsles barreras
que retrasaban el progreso de la Genftica Hmana, £l cultivo de las célulss
para @) estudio del genoma huwanc permite no 8810 @l wmplea de casi todos —
los experisentos bioquimicos, inmsnolfigicos, y oe nibridacién, sino que ade-

mds hace positle manipular el meaio sabiente que roces s estas células con -

gran facilioes, Obviaments, ro serfa factivle q desvable reslizar algunos -

de estos experiesntDs én sares humanos, [e esta maners se pretende lograr -

un mejor entencimiento de la genética rusena, en la misme forma en que la ge

nética sicrobiana he contribufco el conocimients oe le estructura y funciona
miento oe los genes en general,

Durente los Oltimos 15 afos, los méatcos, genetistss, y citflogos hen

intciaco una nueva etapa: el estuoio oel feto, E1 feto, que representa la -
rase iniciasl y m&s jmportants en el crecimiento y desarrollc del indivicua,

habfa permanecida inaccesible a los avances clentificos; pero este situacibn
ha cambiedn, y ahara, e9 ya poaible realizsr estudios civerscs que nos pem_i.
feto en gastacidn, 22 Tmary 7 clasifia
c8 las técnicas weoleadas pars sl estudio del feto ce la siguiente marera:

A,~ Cirectas,

ten cetarwinar ciertos asspectos del

1.~ Radiografia, Amniogref{s, y Fetografia:; para el estudic del esque
letc, 8l contar~a, y los tesjicos blandos cel feto.

2.- Sonografis: para el estucic ce la forma y posicién cel feto,

3,- £lactrocarciograt{a: para sl estudic de pacecimientos carufacos,
especialmmnte en etapss avanzacas cel usbarsio,

4,- Fetnsconfa: pers la ouservacifn directs del feto a través ce una
lente,



5.~ Biopsias Oe las teworanas, Placenta y Feto: pars detectar anows—
1{as particulares ce los diferentes tejicos {en fass experimental)
6.~ Amniocentesis: pare el estudic de siguncs metabolitos del 1{quica
amnidtico, y sl sstudic crownsSmico y bioguimico ve las célules -
provenientas del feto y suspendidas en el 1fguico amniftico,
Wusstreo de Sergre Fetal: para sstudios de anomalfas que ocurren
en la aintgsis y astructura de les hemoglobinas, y para ls deter-
minacifin oe la concentracién os la enziss creatina fosfoquinasae,

P4

cuandc la smore es pOrtacora del gen que ocasiona la distrofia —-
suscular de Ducrerva, >4

E,« Indirectss.

le~ Cultive de Linfocitos op Sangre Materna: para €} eatudio o linfo
citos fetales que hen pasado a in circulacibn materna (an fase ax
perisental }.

2.~ anflisis oe la Orins Meterns: pars la deteccidn uve ciertos proouc

tos 0o eacrecién, cowo ocurre 8n casos de acidemis metilmalénica.

£1 presants trabejo tiene como finalicad esatudiar s8lc una de las técni-
cas que se eatan pmples~co en 1la actusligac pare facilitar al oisgndstico —
prenatal, Se intentf el cultivo ce lus células fetsles suspendicas en el 139
mioo emniodtico, oitenidas meaiants amniccentssis transatxiominal entre las
sewanas 12 a8 22 ve gestacidn, y se estuois el efecto oe varios factores gue
era posible gue tuviesen {nfluencis sobre el cultivo; con el objeto oe encan
trar cudl =6to00 es el que perwite obterer un ndmero suficiente ce células ~
Sara realizar un sstuoio citogenbtico de las mismas en 8l menor tiempo posi-

tle y en &l sayor porcentaje ve los limuiocos aenifticos sembracos,



CAPITLO I

Ay

Bew

Diagndstico Prenstal y Conee jo Gendtica,

v que e una poblacidn suficientements grands, Vo te -

cada d0s cigotos presenta aberraciores cromosdmicas, aungue la msyar{as
os éstos nl siguiera ss implantan, Algunos otros (60%) son atortsuos
esponténeaments Guranta 6l primer trimestre del embarazo, y al neci~—
mientn se¢ omtacta una sberracifn cromosédevica en sproximacasente cavs -

200 neoratos. ©8tos cetos, sunque vAlicos pera la poblaciBa en gere——

Su sstima

ral, no son aplicatles a parejas en las qua nan ocurrids abortos repe-

tivos o0 han tenito proouctos con slguma anomalfs cromosdeica, [N o8-

tos cascs °! riest? Duete sar mayor, oependiendo dal tipo Or aberre—
cidn involucraca,

Se otserva gue ia naturalezs ha disefadn un mecanismo que iwpios
el Cesarrollo ce is msyor{s ce 1as cigotos anormales, perv a pesar de
ells, algumos llegan a cospletar su aesarrollo emorionario, Actualmen
te, mecisnte técricas gue ofrecen la posibilidac de Getectar oefactos
cromosdmicos y algunos psoecivientos cendticos, es posible efectuar un

0iapndstico prenstal y evitar ei nacisiento ce fetos anormales,

As{, 103 guetistas ya no estin limiracos sl célculo o= las prote
billcaces tedrices ce gwe alguna pareja a riesgo conciba un hijo anor-
mal, Sin0 Gue DuETe Z=se0sfer un papel mds activo al poder Jeterainar
con un 8lto Frecs ce seguricac si el future bebd estd o ro afectaco,

Amniocentesis,

€5 ia técnica meciants 1a cual se obtiene liguids amnidtica tatro

guclerss uns ajuia en la cavidad amnifitica, Se comenz§ s practicsr a

fires oel 3iglo Dasaso para retirar l{quico en casos oe poliridaramnios,
Pusteriorments s« practicd an el tercar trimestre cel embarazo pars de



terminar la madurez fetal y pare evaluar los casos con posible 1.zoims‘,i‘
nizacisn matsmo-fetal,

€n 1949 cusndo farr y Sartsan 4 gescubrieron la crowmtina sexual,
varios investigadores como Serr, Sacns, y Dannon en 1955, 62 Fucns y -
Rits en 1956, 2 y Shetties en 1956, S utilizaron 1a téonica pars ul
diagndstico del saxo fetsl en casas ce pacecimiantos ligacas al cromo.

soma X, cste procedimiento mue iwclica sacrificar al SO% de los varo-

a8
nes normales, pressntes un margen G@ ervor consiseradbie,

Y
En 1961 Fuchs y Pnilin a2 cultivaron las céluias oe 1iquido menid

tico, pero fue hasta 1965 en que Steele y Barg & gescritieron uns Lk;

nica para el cultivo ce estas células, ottenienge suficientes para oe-

terainar su cariotipa, Dilos s8lo gbtuvieron resultanos en 12 de 62 -

intentns, es cecir en 13% o8 ios cas0s. Otros investigacores han (i

tro(_sucim mogificaciones en is tfcnica, mejorarmas el porcentsje de éxi
ta, As{, en 1970 Nauler ; Cercie % reportaron va 7% o€ aciertos gn
el cultivo da células oe 140

160 pazientes, LOs m4s recientes estunios oo

laborativos sfectuacos e~ furosa, 23 Caracd, 65 7 Estavos Unicos, 52
reporten 1los sigulentes porcentajes oe &xito: §5.5%, 96,5%, y 99,8k —
respectivemente,

ls= Ingicaciones,

s mds convenienta oracti

car la amniocentasis cuando el riesgo oe
que el Fato estd a®actanc ses mayor aue el Y. £l riesgo e ia ar
niocentesis misma &s comsicershblemante menor que Li (_‘_J}_E_E‘, ﬂr_n.).

(03 padres oeberf~ ser {nfarmavos sotre el riesgo el procecitiene
te, la probatiiizss ce encontrar un resultaco positivo, la grave—
ded del padeciwiertn, y 1o« factorws emocinnaies a que e3té” sOw-

tigas, incluyfnozse la opcibn cel aborto en casg ge gue 8l feto —
GE
estéd afectano,
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Se recomienca practicar la amniocentesis en casgs en 108 pue se -
saspecha de anomallas cromosfmicas 0 cuanoo existe um sntececente
familiar que incluya padecimientos ligacos al cromosoma X o padeci
mientcs metabBlicos hereditarios que puedan estudiarse en las cél_u_
las fetalea., M. A, Lubs y W, L. 4. Lubs resumen en les aiguientes
cuadros el riesgo para los portacorss o8 translocsaciones calasncea-~

das oe tecer un hijo anormal, y las incicaciones clinicas pars sm-
4,
niocentesis, 6

Riesgo para los Portacores de Translocaciores
Ealancesnas, de Terer un Hijo anormal,

Waore Portaocors Psdre Portsocor

Hamerton:
t(tg Bq) 10,9y ~ 3354 2.4% - 7,4%
t{Dq D} 1.63~ 3.44% 0% - 1,54
t{2iq 22a) 18,34 ~ 31.64 . Of - S.8%
ford y Clegg:

1 Translocacion

{ ceciproca; 7.8% - €3,5% o - 5,7

{naicaciones Clinicas psra Amniocentesis
en altersciones Cromostmicas,

Alto Riesgo Si

Tooss las trarslocaciones {manre portadora}
excepto t{lq fa}.

Algurar translocaciores (facre portador).
Ricsgo Yodgeraao 1& a ©¢
Translocaciones restantes,

LCad materna mayor oe £ srios,

antecedentes ce hipertirscicismw msterno,

Rimsgo Bajo 14
Proaucto trisémico previo,
Ansfudad materns,

R




iy

Irgicaciones Clinicas pars aniocentesis
en Algunos Pagecimientos Bioquimicos
wtosbmicos Recmsivos, y
Pavecimientns Ligacos al Cromosoma X.

Alto Riesgo 5¢

Ambos padres neterucigotos (riesgo 25(),

Parientes femcninas de un paciente con un padeci=
miento ligaco el cromosoma X, y ©9" una probabili
dad de 25°%; 0 sayor da ser portacors del gen anor=
mal (hasu primas rermanas cel paciente),

Aiesgo Woderaao 14 a 53

51 la madre tisre algin pariente més lejsna con -
un pacecisiento ligaco al cromosoms X, y Su proba
bilided ce ser portadora es oe Bj a 244,

Riesgo Bajo 1%

s e e e e

Cuando existen parientss cercanos con 10s mAs co-
munges pacecimientos biocuimicos,

Cuanco hay perientes més lejanas con algin paceci
miento ligaco al cromosoma X,

2.~ Técnica y Complicaciones,

L.a técnica mis aceptasa pars efectuar la amniocentesis corsiste en

la insercifn ue una asuja a través oe 1a pared smbdominal, Ista ce

verd atravesar =l peritoneo, el miometrio, y la decidua, penetrare

o hasta nl saco awi8tico Je conce sa aspira el llquido, Tarcién
se puede hacer una purcidn a través de la vagina, la cusl permiti-

ria la ovtencidn oe 1{guico antes oe iss 12 semanas Ce gestacidn

pero implica mayares cificultaces técricas y sumenta la posibil
dad de infeccidn,

Como cuslguier procedimianto médico, la amniocentesis tiene sus -

riesgos, por 10 aue 8s necesario saber cubles sor éstos y as{ in—
tentar reducirlos s un minimo,



Los riesgos para la mecre puecen ser: heworragia, infeccidn, sensi
bilizaci®n a grupo sanguineo, y perforacidn de viceras, Lous ries-
G0S para el Feto son: traumatismo, infeccifn, y aborto esponténeo,

17

Emery reporta s8lo una muerte materna en 21,000 amniocentesin «

oeticds a infeccibrn; y un {ngice de muerte fetsl meror de 0.6 por -
1,000 ammincentasis. (a incidencia oo infecciones es muy haja ya

e se ha comprotaco gue el 1{guido amniftfco no favorece el cess-
rrollo ce bacterias. 18, 48

fobinson et, al, 5 y Golostein y Dumars L reportan la presencia
o un hundimiento en la regidn glitea de un necrato, atribuica a ~
ura marca de aguje. Cocx et, al. 14

reportan un casd de muerte fe
tal por pneumotfrsas,

£~ 1la actualicad se ma cesortraco nue meglante el uso acecuado de
soro-placentograf{s en ¢l tiempo gestacionusl aderuado y con la ine
tervencibn de persoral experivertado, e} riesgo ce la amniocente—
=is es {nfimc, Recientewente se reslizaron estudins colaborativos
er. Istados nidos, Canacd, y er B pafses ve furoos Occicental con
el fin oe proparciorar informacidn estac{stica sobre los riesgos -
22 implica la amriocertesis Dars la madre y el feto,

{r .atescs Unidos, £l tiatiocnal Irstitute of Thild and ‘ealth Ceyee
Topent (NITHC) 52 03016 11 colebors-16n ra 9 centros ge afsgrdse
iz prenstal pars -exlizar un estucio en ul cuzl por cauvs pacien-
te sometida » amnioce~tesis, se #scocid una paciente de la misma -
rorgicidn en cuantc a rase, eoan b s afos, nimoro oe embararzo, y -
situaridn socio-rconteica, que servirfa comc contr' durante tooo
al ewbarase, e recistraron los oatos o laa 1,080 pacientes y de
185 332 controles en tres nrAasinmes: durante e (rwediataments guse
A5 2a la amnigertasie pars Jeretar cosplicanionas oo la misma,
al womentn vel parto para evaluar dificultages er el nacimiertn o
malformaciones conténitas, y sl cumplir el nido un aroc de edad pa-

ra valorar cualouier protiema en su desarrollo o crecimiento,



fespués ce Ia smoiocentecis se prescntaron poces cosplicaciones: -
en 12 cascs péroics oe Lfgquico amifitico, en 11 casos sancraco va-

ginal, en 2 casos contrecciones prematuras, €1 1 caso atorto espén

tineo, y =~ 1 casd amtiotitis, Estas complicaciones representan -

riess;os re=les, pero su ocurrencia es muy baja; NG cepender ce ls
oe gestacifn, cisretro -

“ 18}, volumer ce l{gui-
co oltenima, v 1ocalizacifin ce la placenta mediasnte uitrascnice.

€csC watirna, PGMErc o€ embarazo, semanss

Ce A =pUls STOLeada (CuUANCD €S memar TuE

‘o st obserd reiacibn entru el nimero ce amniccentesis resiizscas

en ciferentes ccasiones y la sércica fetal (alorto espontines, —
muerte fetsl in utero o nacimiento ce fetos muertos;, pero si se -
obsersS una correlacidn positive entre el ndmero oe inserciones de
1a asujs durante la smiocentesis cen sancrace vaginal y/o pérdica
fetal, 3:~ embargo, los casos oe pércica fetal {3.5% er el grupo
experimental y 3.24 en el grupg cortrol), no representan una cife~
rencis est=aisticamente sicrificativa,

s evalceaciir realizsce en los necratos no reveld la presencia de

marcas e acuja en nincin caso, y se OLSErvaron snowsliss fisicas
civersas e~ L=

cisme preosrcidn en los 00S (rupos, sin existir un

patrd oue Duzdera relecionar la awr-iocentesis con cuslouiers ce -
£stas,

La mortziices irfantil curerte el priser a® no represe~td una Olie
ferennis eatanisticamente sicnificativa, Lo resuitacas =e la —
areeb: e ser Goreenint Develop™e~t Test aplicaca ¢ 872 nifos oel

craps erperimental y a 323 nifAds cel grudo control sl afo ce ecaag,
revelf zue el Irupo centrol oresentata ma,oOr ndmero ce anomalf{sas -
en BL Wvinientd gruesd, firo, lemusje, y personalicec {oulzf par
que se intiuy® 3 7 nifios con trison{s 2i).

in [aracd, Iimpson at, al, racopilaron untos procecentas de 13

2iagndsticn prenatal que =fectuaron 1,223 amniocentesis,
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y compararon los resultados de las variabies estuoiadas con datos
estadfsticas proporcionados por otras instituciones,

Despubs oe la amniocentesis se otservaron las siguientes complicae-
ciones: en 16 casos pérdida oe i{ouioo, y en 17 casos contraccio—

nes, sangrado vaginal, o aborto espontdneoc, Se registré un mayor

nGmero de complicaciones {7.33) cuanos se afectul la ewsiocentesis

Antes ge la semana 15, y un nimero meror {2,8s) cuanoo se efectud

nespufs de la semans 16 ce gestecibn, Ueciante ls locaiizacifn —

previa de la placents por ultrasonografis, se rfectul une sola pun

cifn en B64 02 los cascs, y en &l 764 aln weplear seta téonica,
ton casoe de pérdica fetal representaron un 3,2% 8n nacivientos oa

futas muertos O muerte necnatal, y u~ 1< en abortos espontérens, -

de un total ne 1,020 amniocentesis. s orimera cifra results ser

mayor gue Les Cifras reportacas pars mujeres mayores co 35 a‘os, -

pera la segunca fue menor gue 1as cffras estac{sticas reportstgas,

Ze concluyd que la a=niocentesis es un srocecimiento seguro y come
fiable cuando sa reailzs 2 ias 14 sewaras ce gestacidn, ulilizanoo
agujas el X 21 £ 2 22, presia .omalizetibe ce la placenta mecian~

te uvltrasonografia, y por un mE2iCo erperimentado,

PR P 23
Zn furups Occicantal, Loljaara reportf los resultaocs oe 0 con

tros do ciagrdslico prenatal, In 3,462 £a503 N0 se Observaron com

plicaciones maternas, y 10t abortas D ~acinigntos de fet2s muertoa

representaron el 1.4% cel totel, £l pornentaje incicaco resresen-

ta una cifra corsicersss oentra c¢e los L{nites ve aborto espontle
reo gue puede ocurrir en cualiguier embaraca,

Aspectos {mocionales, Sociales, y Legales,

Anteriorments se menciond que su se ne Do efectusr la amniocente.

sis, ls pareja ceberf estar oe scuercs en proceder al aborto D"-of_i.

14cticn en raso ce obtenerse un resuliaco positiva.  No ovstante,




wile

ceberd respetarse cualouier decisién oue ellos towen una vez conGw

cioo el resultadn, aln sapienao que el protuctc esté afectado,

£1 aborto ha si0oc un tems ce controversia Ourarte muchos afos,
Zntes de existir la postbilidad del disgndstico in utero, se efece
tuaba como medio ce control natal, © en casos e~ los que la vida «

g2 is madre estaba en peligro. Anoro que la Jenética y la Citolo-

g{s nas facilitan la oportunidad de conocer la normalicac cel feto

en ciertos aspectos, es canvenients reconsiverar la situacibn,

Un aborto por razones gendticas ng es ficilmente aceptaoco edn por

perscnas no religiosas, y para muchas parejas feplica una situse—=

cifn emocional diffcil ce sobrellevar,

Zloower; et. al, ?
59

g FD—
han recno estucios £sicolfpizos a un grupo ge Pa
rejas que decidieron ostar por el aborto sebioo 2l resultaco ce la

amniocentesis,

zanson et, al,

La mayorfa o¢ las magres y en Scasincnes (0% £8P0
508 sufrieron depresifn, ansiecad, y tuvieron sertizientos de cule

pa. Se observd que estas gerturbaciones emocicrales Oleminuian -

conforme pasaba £l tiewc, aungue a veces se Cresertaban recurren-

ciss mesns onspués osl aborta. Cleneralmerte o< annrtos

en estadc
ce gestacifn mds avanzass oroducfan un {mgacic emccional mayor; el
perioos ve tiempo que resultaba critico era e: =ienc0 en el cual =

le madre sentfa por ver primera los movimientos Fataies,

Sin embarpo, a pesar oe su rechazo al aberto, la mayoria ce las pa

rejas aceptaron recurrir ruevavents al procudi~ients en Cas80 98 ==
ser necAsaria,

10 snaliz6 el problems vy eapuso tres factores que influyen

en una parsona que se enfrenta o la toma Oe una cecisidn de este -
tino:

Erauer

n) La

dacisibn individual: sunqua la cecisidn tomaca por la parejae
se

basa en razones l6nicas, ocurren reascciores emocionales pro-
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fundas y personales gue son producto de su traoicidn religiosa,
cultura, sociedad, etc.

b) La influencia del médico: la forms en gue sl aéaico 0 ganetiats

presenta el problems y velora la evidencia ss msy importante en
ayutdarles emocionslmente & sotrellever la situacibn,

c

—

Ls cuestifn legal: en micnos pafsas (incluyanco el ruestro} no

eatd legalizaoo el sborto, aungue en la préctica puese estar to
leraco.

fGloomperyg et, al, ? supteren gque pars aminorar estos trastormos e

emocionales se deberéd:
a) Reslizar la amniocentesis lo antes posible

b) Acortar el tismpo de 4 semanas requerito para el cultivo y estu
oio del cariotipo ce las células fetales,

c) Desarrollar técnicas altazrmativas para el atorto gue ro sean —
tan trausfticas para la madre,

d) Proporcionar consejo genético previa a la amniocentesis, ingle—

yenco una explicacidn de las posibles reacciones psicolégicas -
Que puelan presentarse,

e)

Proporcionar a las parejas que 10 requieran slgunas sesicnes ge
rigtieng mental antes y daspufs del proceso.

Otru« inveatigadores nean estudiaco los aspectos socisles relaciona

dos con la posibilidag de seieccicnar cubles fetos cederdn conti—

auar sv desarrollo, Dorfman °7 asssgura que la amniccentesis como

métoco niagndstico oe a~omallas cromosdmicas y cer~8ticas tancris -
poca repercusidn en la composicidn el género numero si 38 realira

s8lc en embaraos & riesgo de dar a iuz un nido afectacs,

Tambiér deben analizarse 1os 5pectss scondmings ), emocionalaes de
aquellas parejas que yn tienen un hijo snormal,

Un estucio reslf-
zavo recientemsnte por Alien et, al, 1

ingica que oe 80 3 90% da =
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198 nifos erormales son hijos ve S a 104 de familias con elgln fac
tor que los predispons a estos pedecimientos, y suglieren concene—
trar la inestigaciBn en estas familias, Ploowberg et. al. ? =fir
man que sguellas parejas gue han tenido un hijo arormal sienten

vergienza y culpabilidad as{ como una pérdida ce la estimacifn s -

s{ miamos, Para estas persoras, sl nacimionto de un nifc sano re-

presenta un cembio total en su estado ce Animo y los eyura a3 sobre

ponerse ante sstns graves problomas emotionales,

tn Wxico, se calculs que 1 de cada S37 nacimientas resulta en un
nifo con S{~irome de Down, o7 Cesgraciapamente nos enfrentamos ya
no a un proSiewm Se alto ©osto pera la educecin de estos nifos, -

sino ademds = 1a falta ce instituciores y de personal especial

lize~-
o para el mane jo adetuado ds estos Casos,

£n muchos palses, principalmente en aguellos donga la industriali-

zaci®n ha alcarzanoc un gran cesarrollo, el sborto se na legalizaZo

y se recurre s £ste principalmente con fines ce control ra%al, ZIs
er estos pefsas conge se inicisror y se estdn aplicando les téoni-

cas para el tiajr4=ticc prenatal, por consiguiarte, no har terico

que enfrentarse a~ta un protiema lepal al practicar atortos profi-

1l8ctocon, p2ro en otros pafses 1a cuestiBn lagal sigue sienco un -

tema ce corirovsarsia,

In Wixica, »1 Lic. Mie: Costafeda 53 realizf una investizacifn <o

bre la situscise lesnl cel aborto nrofildctico, Este nc ~a sico -

consigeranso por la legislacidn, v por consiguiente se le consicera
un acto punitle, aunque generalwente no se persigue cuando se nrecd

tica a solicitio ce la madre y por especislistas facultaccs

, en —
una inatitucibn ce salud, ceniso a razones cugendsicas, oe miseria,

ae familis rumerosa, etc, Ademfs, se Sabu gue miles dn atortos so

practican en foree cla~vestina, o0 cue las mleres llegar a nospita

ies Ue emwrtencia por raberse elliag mismas provocado el otorto, §
ng 50N GANUNCaGag,
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Nos enfrentamos entorces a una situacidn en la que 1o que dice la
ley que se oebe oe hacer, es muy diferente de 10 que se estf new—

ciendo, a9 £sto se atribuye principalsente a que las leyes vigen.

tes ny se han mooificado de acuerdo a nuestra realidad, Sin efba_r_
g0, 32 Observe rue el estaco Uericend perwite o] uso de wecica—n.
tos y oispositives que impiren 1a implartacife cel Swilo; y cue re
cipntemente se ha mogificavo el artfcule 4o, Tonstitucionsl gue €r
presa; "Toda persow tiene oerecho a cecicir e manera libre, res-

ponsable e informads sobre el mimero y espaciemiento de sus nhijos~,

anf, el Lic, ™Mifez Cestareca 53 afirma 7ue el oelito del atorte es
{nconstitucional si se Interprets este art{culo an forma extersiva,
y Gue el cerecho oe ejercer ests facultas cebe ser por megios i(zi
tos, Finalwente sugiers gque ademds se cebe establecer el niomeroc -
de personas que oeben intervenir en la vecisibn {acemds ce los po-

gres), las mormas relacionadas con ia edad gel feto, y Otros Setow
lles pertinentes,
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CAPITLLO II

A.~ L{quico rniftica,

Desce 10s primeros meses del ewtarazo el embribn flota en el 1{—

quido amniftico y su Unico contscto con el esterier es el cornén umbi-

cale Asf, el embrifn mantiere su forma y continls mcldeanss su figu

ra protegidc por un “colchdn” de scua cue absorbe los goipes, igusls =

1a3 nresicnes, avita la adherenciz oel sato amidticn, y ie permite -
cambiar ce posizifn,

1l,~ Prceoencia.

Yo se na “etermirado con certeza el sitio oe procedencia gel 1fgui
do amiftico ni los mecanismcs imciurnrados en s, forracibn,  Anti
guamerte se pensaba que el l{guine procecd{s del orgarismo materno

y que su composicifn era muy sisiisr 2l l{nuido extracelular de la
madre, Jctucios recientss em morcs rresus 6

irysctar Clodrast I 131 a la circulacidn de un feto vivo in utsro,

demosztraron que al -

a8l poco tiempG s recistra racicactivicad en gl 1{ouiao qamwnidtico

y €sta sissiruye gradusimente; este fendmano no se Otaervs en fe—

08 munrton in utero, Duponie~0c w.p 8] 1000 %8 eliming al igual

Que e amiltcs, por el rifde, estns catos suiieren g.e la micronu-

tricidn fatal cortribuye en cran parte a lo formacién e 1{quido -
anniftico,

) a4
Lino &t, al, comprobaron gue ourante la primera aitad vel ambe-

razo al voiumen de l{quicto a~idtico Juarda estrechs relacidn con
el pesg cal fetn y que su contenico oe sodio y ures &3 mAs similar
al oel claswa fctal gque al cel piasws materno, Sugiaren acewds —
que Cursnte este tiempo 1a piel del feto wetds como una superficle
nue per=ite 1a difusidn, y cue el 1fquico amniftico no es 8iN0 ura

extersidn mei 1{giido extracelular dol feto. & partir ce las A L4
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manas sproxisadamente, desaparece la relacifn peso fetal-wolumwen de
1{quido amnifitico y la plel cel feto se rece {mperweable al quedar

constitufdas todas las capas que la forman, £l feto comienza a Om~

glutir el 1iquido y su composiciln casbjarS dependienco ce la absor
cidn qgue se efectia en los trectos intestinel y nasc farirgeo, y de

1s rogulacifn de 1{quidos que ocurre en 10s rifones fetales y an la
placenta,

2.« Composicibn,

£l 1f{quico amibtico &3 una mezcla neterogénea formacs por 98 a 39%
de agus y por 1 a 2X de s8lioos,

La mitad Oe éstos son orginicos,
y Oe &stos la wmitad som proteinas,

gEntro los s81idos restantes se
encuentran cos tipos: s6licns orgsnizasos (c4lulas), y séiicos no
organizacos (productos derivacos ce la lisis celular, y sustanciss
derivacas oel =orudn umbilical, placenta, y amnias),

Quando se toms una muestra ce liquico awnibtico, éste es represen~
tativa 5610 en lo que se refiere al 1{quion que existe en sse mO——
mento y o las sustancias dizceltas, perc ro 1o es eon cuznto a las

cflulas y sustancias no disueltas, 7stas se nistriburen e fun.—.

cién ve su denaided, peso espec{fico del llquivo amrifvico, ia po-

sicifin y activicag anterior ¢e la maars, lon movimientos fetalas,
y el sitio oe la puncién, 8

3.~ Citologia,.

El 1iquiococ amnibtico contiene células procedentes de la reposicifn

celular nue ocurre tanto en el feto como en la membra~e Oel amnins
y del cordfn umbilical, Antes oe 14 8 1€ semanas 32 ObServas. pO—
cas células pero su nimerc avmeents ;racusl+wente hasta g2l final ce

la gretacibn,
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33

Hoyes describe dos tipos principales de células en el interwlo

de

a)

b

~—

Casacei et, al, H

16 a 21 semenas de gestacifn,

Células Tipo 1: aparecen a las 16 semanas, son redondas, con o
pSsitos de gluclgenc, nucleadas y tisnen vellosidades en la su-

perficis de la membrana celular. Posteriorwente, sus mesbranes

se vuelven dgentadas, pierven gluclgenc, su nicleo se hace picvs

tico y finaimente desaparece. Supore nque €éstas so derivan de -

1ln peridermis o capa superficial de ls episerwmis en forsacibn,
y del corubn umbilical,

Células Tipo 2: son células més pequeias, resondas, con nicleo

excéntrico y aparata de Golgi bien desarroliaco; en ocasiores -

se encuentran en grupos, S5€ observan algunas en givisidn mits.

Pogteriormente, pueden presertar formas muy varisbles, -
sy aparato ge Tolgi degenara y no se cbaservan mitosis,

tica,
NO & -

conoce Su Origen pero se cree nue son sacréfagos de origen sm—.
nidtico, capaces oe gividirse in vitr,

realizaron una cescripcifin ods cetallads ce los

tipos celulares presentss entre las semsmas 16 y 21 de gestacifn,

y trataron de cetermimar su sitio de origen compardndolas con cflu

las ubtenidas mediante frotis celulares ce diversas partes del fo-
to, placenta, amnios, y corodn umbilical,

a)

v)

c

—

N

Células sin riclena, paligonales y ownides, con citoplasma trans
ldcivo,

Células superficialas, muy parecinas a las anteriores pero con
ndcleo pequero y picndtico.

télulas intermecias, poligonales y ovoices, con nicleo grance y
citoplasma genso,

Células pnrabasales, ovoides o0 cuboides, de citoplasms cdenssc, -
cor muchas vacuolas y nicleo grande,
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e) Células amnifticas, gue incluyen & tipos morfolégicos pero cuyo

Son niicleos pequeios, ovoides o irre
gulares, con pequefios Mrundismientos en su mewbrane,

nicleo es carecter{stico,

Estas célu-
se encuentran aislacas, formando 14minas, siscicios, o racimos,

Las célules ce los tipos a, b, y ¢, proceden de la mucosa oral,

Las células de los tipos e, y b, que se encuentran formando 18mi-

nas proceden oe la piel cel feto, Las células de los tipos d, y v,

procaden de diferentes superficies cel epitelio amniftico gue re-

viste el saco swniftico., {Se considera nue el epitelio amnibtico

cubre tambibn el corudn usbilical).

1 escriven 1a presencis oe unas “"células -

Satflive™ que se encuentran sflo entre las semanas 16 y 27 de ges—

Crurchouse y Lanstone

tacidn, cOn una mayor corcentracifn entre las sewsnas 24 y 29,

3on células de descamacidn, comn superficie irregular o con protube

rarcias lobulares, 5u aparicién coincide con el reemplazo de la -

pericer=is aproximecamente dursnte la semana 26, [espubs se obser

va un gran nimeroc ce cflulss degeneradas con escasos organelos y -
en proceso oe queratinizacidr,

s R
Bartmar T realiz4 esturiios e~ los nue utilizé =) microscopio elec-

trénico para observar las células cultivadas de 1{psico amniAtico,
con el fin ge establecer st {stas 50N productn oe ura diferencises
ci8n fivrobldstica N ai son Fibrodlastos que croviensn ge las ca=—
pas madocéreicas y migraron ~acia la cavidad emniftica, Aunque —
concluyd que es mAs probatle que se trate oe células ectodérmicas
que durante el cultivo acquirieron caracter{sticas fiktroblésticas,

la evicercia a fevar ce estz hipdtesis es altaments cueationable,

Be= Qultivo e Células de L{ouicdo amnidtica,.

£l cultivo ce las células fetalns que 30 encusntran suspendicdas -

en ¢l 1fquico ammdtico es un proceso delicado, %S¢ requiere trabajer
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en condiciones adecuadas de temperatura, humedad, y pH dursnte un pee—e
rfodo de 2 s 4 semanas, para gue sguellas pocas que sg han agherido a
la superficie ds los frascos se reproduzcan en niwmro suficients para
permitir el estudio que se pretende realizar,

El cultivo ce estos cflulas se ha realizado en diferentes institu

cionms en £stados Unidos y Europa oesde que Steele y ferg 68

y Thiede
et, al. ?

> reportaron un mEtodn que perwite cultivarlas pare estudiar

sus cromosomas, Tocos sstos latoratorios nan desarrollaco técnices -

particulares con veriantes espec{ficas para llegar a un objetivo: 10w
grar un mayor éxito en cuanto a la obtencién de un resultaco vélido pa
ra toocos 1os lf{quicos procesadcs, en el sanor tiempo posibie entre la

amniocentesis y la obtencifn de suficimntps células en mitosis para ls
interpretacifn de su cariotipo.

En Wxico, es la primera vez que ss intenta hacer un e8studio so—
bre las condiciones quae perwitsn lograr sl objetivo citado, y estable-~

cer una técnica esténgar, confisble, y adecuada a muestros recursos y

necesidaces, Los resultacos preliminares ce este estudio fueron publi

caodos recientementa, 79
1.~ Factores que [aterminan 8l xito del Cultivo,

A pasar ge someter un ndmerc detorminado de muestras oa l{iquico am
nidtico a 1as mismas condicionas oge ciltivo, cada una oe ellas se

comortard ge manera diferente, Esto depande ge una serie ce fac—

tores iniclales wuchas de los cuales estfin nesta shora fuera de —
control,

Sutharlant y tain 70 y Risralt = reportaron que este comportamisn

to 91ferverta depende oe lo comosicidn cel 1{quico €n cuanto a ti-
no y nimero ce células, asf{ como a los condiciones amblentales a -
las gue es sometido,

gEntonces, €3 impartante obaervar el comporta
miento ue las cdlulas

procucentes da difsrentes 1{guicos pare in—
tentar establecer los 1{mites oe variabilidad,




A continuacifn se exporcrén algunos de los factores que se conside

ran importantes en 1a iniciacién y proiiferacién ce los cultivos -
oe las c#lulas de 1{ouido amiftico,

a) viabilicad,

Aunque 10s investizsdores estAn de acuerco en que el nimero to-

tal o= células oe oripen fetal aumenta conforme progress el em-

barazo, es diffcii comparsr las cifras proporcioradas para las

cflulas viables, ya gue se ewplean diferectes edtodos para com

tarlias.,

El nimero ce céliulas viables pede varisr en funcifn -

ca ios siguiertes “sctores,

1) Ecad Gestacioral,

Ls canticac ce células viables es variasble ds paciente a -
paciente, al~ 0= la wiswa ecac gestacinnsl; sin eebarro se
reportan gatos civersos al resnecto,

23 .
Jacobson y Serier afirman ou2 la viabilicgad celular es.

*4 relacioraza con el tiempo ce cestscibn y que los mejo—
res cuitivos 3¢ obtienen cuanoo se efectda la amniocente—

sis entre ias sems~as 13 y 2 ce jestacidn,

lv4
Wrchanrt reparta ouve el perfoas gestacional en oue se -

chtiens ur s, oT Niwero de Colonias s antre las semanis -
14 y 19,

Emary 17 repcria ia aparicidn o 2,900 a 3,20 chlulas via

tles a partir 2e la semana 12 e gestaciée, registr&ndoss
un aumento sigrificativo entre las semanas 13 y 16 (quizds
correlacionado cor los cambios gue orurren en la plel osl
feto), y oesoufs ce la semana 23 (en oue aparecen células
cedentes cel tracto urinaris). Finszlwente mlcanzan un tow
tal de 160 a 180 » 133 células totales, y ve 23 o 30 x 103
cAlulas viables,

Zata observacibn so realizd sistemftice-
wnta en S0 asos,
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W@shlstrom a1 reporta ls observacifn de células viables en-

tre las semanss 11 y 33; sin embargo, las cifras que pre—
senta son muy variables y s6lo se basa en 26 muestras de -
1{quido smnibtico.

Félix et. ai, 19 reportan que el némero oo colorias que an

establecen en cultivo es independiente os ia edad gestacin
nal, y que de 2,000 células aproximacaments s510 una es ca
paz ce proliferer in vitro.

Tiempo ce Siembra,

£l tiempO que tra~scurre entre la toma Ce la muestra y ls
siesbra afecta 1s viahilizac ce ilas céluiss, £stas ro su=
fren altersciones curante las priweras 2¢ roras; a los 5 ~
diss su viabilicad se reauce uvn S04 y e los 12 cfas s8lo
quecan unas cuantas viahles, 8

Comgelacidn,

NO parece existir en la iiteratura inforescifn a este res-
pecto,

Centrifucacién,

Se centrifugs el 1fauioco smnidtico con el fin de concerem—
trar en una menor superficie un nmero mayor ce células, -
Cada labaratorio siyue unc 0@ oos criterins: ro centr{fu—
gar por temor a oafwr las céliulas viadles, & centrifugar -

a diferentes velocicsors y tiempos que van omsoe 25 a 1,000
rom por S5 a 10 minutes,

Gray at. el. a realizeron un astudio y cemostraron que el
procaso de centrifugsacidn puede afectar la viabiliced de -

las células, Sometieron 35 ruestras oe l{ouion smniftico

a 1,000 rpe x 10 min, y en 14 casos no 2Wiuvieror creci———
®iarto satisfactorio, Centrifugaron 50 ~eatras a €5 5 x
5 min, y las sumtreron en tres madios de cultivo; obtuvie-

ron tuer crecimjento en t0cos los casos,

Seroraron 1% ee.




muestras sin csntrifucer y obtuvieron buen crecimiento en -

todas ellas, aln utilizando el misso 1{cuido amniftico cowo

medio de cultivo, Sin embergo, la msyor{s de los investica

dores s{ centrifugan sin encontrer dismirucifn en ls visbi-
lidad cetular,

b) Células Wuertes,

c

—

Las células muertas gue se ancuentran en el 1{quido amnifitico =

producen sustanciss téxicas Como resultaco de procesos or autoli

ais, HNahistrOm a2 afirma que sungque las células viables se 80—

hieren » is superficie en presencia oe células muertas, las célu

las viables no se reproducen. Por eso es convenients retirar -

les células muertas al menor tiewo posible, especlalmente si sa
observan en grances cantidades,

Tamaio y Tipo oe Recipiente,

Al iniciarse el cultivo de células se utilizaron recipientes oo
vidrin, pero arcra se utilizan con mayor frecuencis recipientes
ve plAatico desachable en diferentus taezfos, nua han sico tra-

tadna ospecialmente para facilitar la eormrencia de células e -
la supurficie,

a7
Marchant y Nelson y fmery 51 realizaron experimentns utili—

zando ambos tipos ce recipientes, y ns enccntraron relacidn e~
tre 8l tipo ce recipiente y el crecimiento celular, Wercra~t

observd que los sistemas cerraons (fnscos Falcon, twbos Leigre
tor, o frascos odm vidrio con tapén), son preferibles a ics ats-
temas abinrtos (cajas de petri), porque diseinuyen la posibiii-
dad de contamiracifen,

Nelson y Emery otituvieron mejores remele
todos utilizenco sistemas abjiertos,
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tediass de Cultivo,

Los medios ce cultivo empleados para las células de 1{guico am-

niftico son muy diversos. Algunos investigadores como Cray et,

al. Ly utilizan el mismo liquido amniftico como medio o¢ culti-
vo, y a4l cowpararlo con otros tres (Fm. VEV, y RPML) ., suple-
mentanos con suerc bovino fatal), obtienen mejnres resultsdos -

utilfzondo el 1{quido amniftico libre de células y esterilizado

por ultrafiltracién., Repartan acemis la observacibn O 8ufieem

ciontss mitosis en 5 a 10 dias, y el establecimiento de 23 cule
tivos oe fibroblastos gue fuaron subcultivacos de 1 a 12 veces,

se congelaron y se volvieron a cultivar, observlndose buen cre-
cimiento.

te mayoris oe los investigacores utilizan una variensd re mee—
dins cowerciales, algunos de &stos modificados por la acicifn -

de otros slementos y suplementados con suero bovino fatal., En=

tre los mecios m4s utilizados figuran: ugwm, FIO' Dulbecca's, -
Dulbecco-Yogt; y W Coy,

Tipo y Concentracién ce Suero,

£1 t1po de suero mAs utilizeoo pars el cultivo e cAlulss es el
suers bovino fetal, en concantraciones que van de 10 & X%,

Sin emdaryo, alguros investigaoores como rastolt @8 har utiliza

00 SuUero rumano y reportar resultaons favorables en cuarto al -

tiempo un jue se obtiermen suficientes mitoais para el escio -

cel cariotipo, peroc no repartan ur incremanto

en 1s censicad ce
lular, ZGray at, al, a

utilizar suero humano
le un fFiltraco de emtridn de bacerra, pero no

dos significativamente superiores,

al 9% acregénoo-
obtienen resulta-
Nelson y tmary st reportan
no ercontrar diferencias al utilizar suero boving fetsi, suero

Oe necnatos, caido de fasfato con triptosa, o uxtracto ce eme—

bridn oe pallo, como suplemontos 3l medio do cultive,




D e

Agemds, se han hecho estudios para deterwinar la concentracién
Sptima de suero bovino fetal para promover el crecimiento rdpi-
do de las células fetales suspendidas en el 1{quido amniético,

varchant 4 no registrd diferencias sijnificativas al utilizer
5% 7.5%: y 15% de este suvero,

Félix at, al, 19 reeltzaron un estudio siatemftico en el que se

conté ¢l mimero de colonias y se minjeron sus didmetros para o»
termingr de manera cuantitativa la concentracion Sptima de suee

ro bovino fetal, FRaeportaron no haber observaco diferencias im-

partantes al utilizar concentraciones de 15%, 20%, y J0%, pero
s{ registraron una dgiferencio significativa entre 5% y 10%, asf

como entre 10% y 15% o suero bovino fetal, Establecieron que

un 15% ce &ste es suficiente pars prowover buen crecimiento ce-
lular,

Se hs dudado acdemfs de la similitud de lotes diferentes de sue-

ro bovino fetal respecto a su capacidad de promover crecimientn
celular, Debido a gue 6s5t0s se derivan ce fetos gue no son ge-
néticamente inénticos, resultar{a razonatle pensar gque puedan —
existir diferencias que se manifiesten en la estimulaciédn desi-
qual de lan cflulax fetnles de una misms muestra oe 1{quido am-
nidtica,

Se repartan en la literatura comentarios difgrentes al respecto:

Nalson y imery 51 afirmen que ng se conoce si los factores pro-

motores del crecimiento celular estdn en la canticad y calicso

ceseables en todos los lotes de suero, Félix et, al, 19 Astie

man también que no togos los Intes ge suero bovino fetal promue

ven adecuatarente el cracimiento celular, y utilizan para sus -

cltivos s6lo aquelios que havfnn sico prodacos anteriormente -

en células diploices humanas, PRudiger & tambidn observa que -

caun lote ¢e suero Loving fetal es diferente, por lo cual las -
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comparaciones en cuanto a crecimdento celular resultan diff{ci—
lss si ro se towa en cuenta esta veriable.

G no encontrd diferencias significativas en

el crecimiento celular que pucieran relacionarse con el lote ce
suero empleaon.

£n cambio Hesholt

Gospouaroeics at, al,. 2 reportan e la diferoncia er la efec-

tiviaay al promovar el crecimientn celular puede ser cebida a
1a proporcibs en que los factores oe crecimiento (Fibroblast —
Growth ¥actor y Epicermal Croeth Factor) se encuentran en cada
lote o¢ suero bovino fetal,

2
Honn et, al, 32 realizearon un a~Slisis quimico de los constitu-

yentes Sel swero bovino fetal e€n lotes difersntes de un mismo ~

proveeocr y en sueros de giferentes provescores, Encontraron -

ura gran variabilicad en ia concentracifn ce un nimero consice-

raetlis ce slewntos y compuestos, en todos los casos, Sugieren

una cuicasosa eveluacibn d2 195 resulzados cuando se utilizan -
oiferertes lotes ge suvero,

Contamiracibs Wicrobiane,

Este es otro "actor que influye en forma {mportante en el éxito

¢l cuitivo, sSungue se ha demostraco gque nl 1f{quioc amniftico

1R
pasee propiesades antibactarianas, 18, 4 loa medics ce cultivo,

tan riccs en nutritentos y cortenierao suero bovine fetal, per-
miten ia ripica multiplicacids ce ura amplis gams ae =icroorge-

nismos, arincipalmente Mycopiasms {PRLO}, Lacterias y rongos,

La presencis oe Weoplassa es difficil de detectar en cultivos,
aUNUE S8 Fa Oemdstrado mee puedee producir alteraciones en —
N - 1
ion cromosomss,  Sceneicer et, ., 6

dascriben rupturss, sepa-
raciores, greunloidfss, poliploid{ss, translocaciones, etc,, —
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sin observer altaraciones en el crecimiento o la morfologfa ce-
lular,

{ss bacterias y hongae s{ producen alteraciones cue limitan o0 =
irpioen la divisifn celular, debido a la gran cantidad de Sus——
tancias téxicas que liberan al medio ve cultivo,

£l vs0 28 antibifticos y funcicidas ayudan 3 preverir la conta=
»irecidn, peroc cebioo a su us0 en tan pequefes cantidades pare
r oroducir toricidas celular, resulta §indtil emolearlos cuando

esiste un gran nOmEro de estos organismos, ACerds, su usO pre

s#~ia un inconveniente poroue pueden “ermascarsr™ ia presencia
oz Vycoolasma que no es susceptinle a la mayorfa ce los antibif
tizes, Oste orgarismo contamirante puede acemSs alterar las ca
razzer{sticas bioquisicas om las células fetales,

§) &cizisn ce Sustancias gque Incrementan el Indice witética.

timuroe investigaoores rar intestado agregar sustancias QuE pu=-
Fteran sumentar significztivamente el nOmero oe »itosis en los

4
‘rescos ce cultivo, XnSr-CArtrer y smrle 2 y rmshalt 28 e

Poexn rutinarismentes sltas concentracinmes e glutamina en el =
P
meTio oe cultivo VI, Wwelson y imery, Sl

venstraron gue tanto
11 timina comn la orinme nialilzace oe pacientes ieucénicos, y Bl
nieme 1{uido amnibtico, no procucen aiferencias en el crecte—
wie~to celular; la crins ciatizaoa s8lo procujc la edhnrencis -
o wn mayor nimero oe células,

Ausiger €0 reportd que mediante la adicidn ce S% de orina cone

sentraca ce indivioucs roreales es posible estizular el creci——
nients celular,

For 1040, Cospodarceics et, al, 2

observaron que al aislar -
=" ‘actor de creciriento ocel cerebro de boviros (Fibroblast ——
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Trowth Factor}, y un fector de crecieientn de las gléndulas sub
maxilares Ce ratones sometirtos a trataeiento con testosterons -
(Eptoermal Growth Factor), y agrezarlos al medio de cultivo en
pequeA{simas cantidacdes, se proouce uvo incremento consicerahle
en la activicas mitftica de lms cflulas fetales de cultivos ,a
establecioos, Temtién observsron este efecto en cultivos prims
rios, y aungue estos factores n0 17’ luyen sobre el nimerc ce cg_
lulas nue se a=hieren, una ver asrerinas, %8 reproducr~ Tis rée-
pidamente, Suglers que las cifsrencias ntservacas por ciros 1:_
westizaocres, respecto 4 la estim.laszi®n prosucios por los "”i
renters 1ctes e suero boviro fetal, se dete a la concentracidn
desigual de estos factores en cass lcte te susrg, y Cue NO es -

positle neterwinar cuantitativarente, Supone acemfs gue estos

factores reputen el tiempo ~ecesario gara gue se lleve 3 cabo -
el perfoco ¢

=]l ciclo celulsr, Cate sedalar nue este tracajo

.

no ha £ico =20 reprocucica por investisadores diferentes,

2.~ Wtodos para Cezer»irar el Exito ces Cultivo,.

Cetiion a4 0e ceam 1fauido amniStica presenta caracterfsticas parti
twulares y vmrisz.es en cuanta al tinc ce células presentes, al ——
timrmpo nacesaric sara ol eatableciwientp Oe colonias en cultivos -
primrins, 31 tiemno en nue se chtieren s.ficiontss mitosis para -
subrultivar © #fectuar estuuins cromonéeicns o blocuimicos, se ™

intentann eusjuar el éxito de un cultiwx en tase a ‘res criterios:
a) Niwero ce Zclontas,

arcrart « ~lora lo eficiencia de sus cultivos en bass al nG

m:ro Oe colo~ias observacdas a los 7 sfas, roehn et, al, x ™
clasren el nimero de colonias estatiecivas en 10 a 11 z28as,
Fhli> w3, al,

ceterminan el é=1to 28 9us cultivos el afa 14
megiante la ‘{%3zibn con retandl y tincidn con azul oe tolulod
nm, para comtar el ~Omero ce caloniss, medir sus difmetros,

sttener ung cifra por cate mililtro ce if{guino amnibticn,



b)

c)

En general, se observa ia aparicifn ce cflulas alsladas en 1 8 2
afas, y la apariciée ce colonias en 3 a 6 dias cespués de ln -

siewbra; sungue Hesrolt Gl reporta la aparicifn ve colonias en -

un perfodo de S a iS ofaes.
Tiewpo Necesario para gfectuar Cstudios Crowmoséeicos.

fate mEto00 resulta un tanto m8s diffcil ce aplicar ya oue el -
tiempo que transcurre entre la siembra y la observacifn de sufie
cientes mitosis para e, estucio del carictipo cependerf cel tipo

precominante de colonias que se mstablezesn, y oa]l métocoo utili-

2320 para la expa~sifin y tincidn de 104 cromosomas. Si se efec~
tin in situ, ro es ~ecasario esperar a tener un nGmero considera

bie de mitosis, sinmo a)l contrario: para obterer una buena expan-

si%n y separacifn entre los cromosomas, ¢s preferible cque las co

ionias nO hayan llegann & confluencia,

Cray et, al. rencrtan hater obsarvaco cariotipos {n situ en
<

a 7 dias cespués ce la siembra, Cederquist et, sl, 2 en & df~
es, y ioenn st, ai, 31 en 11 dfas,

Prearott at, al, 5 reportan ls obsarvacifn de cariotipos uve cé-

Jjulas on suspensién en un lapio deo 14 a 44 ofas con un promesio

a8 24,9 cfas, Singr et, al, &6 emplean ¢l nisto »ftodo y obser-

van cariotipos a los 12 dfas después oe la sjeyra, pero utili—

z2n para ¢l cultiva e las células fetsles los pozos ‘Mcrotest II,

Incice witético,

€5 un mELOCO que s2 bass en contar el nimero ds mitosia por ca-
da W0 células, en ias laminillas en las gue se na efactuaco la
exparsién y tincién oe. los cromosomas,
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3.~ Tipos Celulares our s€ Zstatlecen en Cuitivo,

Comp se me~ciond antericrmente, el 1{ouico smniftico contiene una
variecao oe células, ls meyoris ce las cuales mo son viatles. Inw
dependientemente de cue las muestras oe licuico amnistico se cen—

trifuguen o no, y oue se utilice vno u otro mecio ce cultivo, o oe

suerc en concentraciores oe :%i a3 304 ia mayor{a ce los investiga

vores estdn go acuerco en o sz estatlecer colonias ce tres tipos:
fitrotlestoices, epitelioices, ; un tipo aixto cenosinaco “célula

de l{guiss amiibtico” (4F) cuys worfolog{a es intermedis entre las
dos primweras.

£a positle ciferencisr esws tioss celulares no sSlo por su rorfo-

logfa aue £s muy caracteristica, sino ta=zbién por le progorcifn e
colonias Tue oe cecas tiDe 32 estatlecen, pOTr su veiocicac e civi-
8460, por su facilicac para ser subculitivacas, por el nirero ce pa
aes 0 sutcultivos oue se Doeoen zfectuar, e

e inclusive por algunas
diferencias ticquinices,

Agerds ce estcs tres tipos celuisres, tamtidn se ha reportaco la -
: 7:

presencia ce matrdfsgos e segenerar répicamerte y oue en oca-

siones p.ecen ser ce arise™ materma,

7 .
wrcnant ©f relaciond el tiso e cllulas oue precorinaron en sus -

cuitivos con ia edet gestacional., Afirma oue en muestras ge 1{qui

ce amiftico cttenicss entre 1a% 12 , 14 semanas precosi=an las co

1071as pe fitrotlasios v es flcil estrtlecer lireas ceiulares, A

partir e 1as li semanas SE estarleten colonias ce cédlulss epite—
licioes , mixtas, oe ias i 8 ias 13 semanas preconina~ las colo——
niss oe céluias mirtas, y ce i35 22 semanas en ndelatle 50 eTCuen-
tran jos tres tipos.

Sutrwrlana et. al. 7 vescritieron 5 tipos celuiares: wscréfagos,

Epitelioioe 1, Epiteiliocice II, Etnitelioloe 111, y Fitrot.astoice,



Las células Epitelioide I y Tpiteliojioce III corresponoen por su -
morfolocfe al tipo "célula e liquioo amniSticzo= (AF) cescrito anm-
teriormente. Ademds, afirman que el tioo celular gue precowira no
estf relacionaco con la ecad gestscionsl sirg nue cepence cel si—
tio de procedencis de las células, y o.e el &xito cel cultivo ce—
penderd cel diferente potencial ce scirevivencis ce cu:0a uno OB —
los tipos celuisres,

Par lo que respects 4 los porcentajes en ooe =€ gstablecen cade -—
una de las tipos celulares, los {nvestinacores coincicen en e —
los cultivos primarios contienen unz mencr srooarcién ce fizrobliss
tos, pero detico 2 su faciliidad pare ser s.tcultivacos y a su velo

cicao ce oivisidn, &stos pronto supera= 2 ias coloniss ce otros ti

Tl

pos,

Hoenn et. al. reportaron los siguientes porcentajes: colonias -

ce células mixtas (4F) 6€.54, caioniss ce cbiulss epitelioices —

26,71, y colonias ge fitroglastss 3.5 en 20 muestras ce lisuico -

amnibtico, ©n otro estucio aue incluyd £13 mugstras ce 1{wioo =
se observaros proporciones similares; iss células mistas (&) spa-
recieron ¢n wdos ios cuitivos y constitu,eron el €0,5% oe las co-
lonias, las télulaa cpizelioices aparetiercn gn el 31.3% ce los —
cultivos y constituyeron ei 32,7 ce legs colc-ias, 1os fitrotlas—
tos s6lo aperccieron en una tercera parte ce los cultives ; forma-
ron un nirero reoucido ce calonias,

Hastolt 2 no proporciond cifras, pero reportd ls predoninancia ce
cé€lulas epitelioices en tocos sus cultivos primarics {no reconocis

el tipo mixto), swguida por la precominz~cia oe fitroblastos ces——
pués ge 1 8 2 subcultivos,

Con respecto a las enzimas procucicas por estas células, Gerble et,
al, 2 encontrsron tiferencias en ia sintssts ce vos enzimes., FPe-
ra las cflulas epiteliolices reportaren la oresencis ce riisticass,



y para los fitrotlastos una mayor cantidac ce cistationins sintels
sa. Repartaron acemfs gue los fibrotlastos contienen una mayOr -
canticad ce protefra y gue los niveles espscificos de sctivicas e
zimdtica varfan conforme avenza la ecac pestecional, AcemAs, ests
actividso varfa siznificativamente er las células suspencioas en -
el liquido amniStica, en las cédlulas ce 1la piel cel feto, y un 1ns

células ce la piel materna,

C.,- Cariotipo ce las Télulas ce Liquioo amnibtico.

cel

Sue

1.~

La observacifn y estudio del cariotipo representan la fasg fimal

proceso de Disgndstico Citogenético Prenatal cuanto Se sospecra —

el feto pueda presentar alguna anomalfa cro-osémica,

‘2 todos.,

un cariotipo &s la constitucién crowosémica de una célula y zp oe-

termina en la metafsse del ciclo ceiular, Para ls observacifn cel

cariotipo se agreca una sustancia (colenicins) gue es capez e Y
tar la migracién ce los cromosomas ronSlorcs racie los polos oursn
tn 12 anafase, por 1z cestruccidn cel rusd scromético, Poeterisr-
mints, medisnte la acicidn ce una solucidn ripotdnica se lours a=

in céluls obscrbs azue, 10 cual permite a 108 CroMOSOTAS CLuDAr =

nayOr espacio y separarse unron de otros, In esta forms ps positie
contarlos g icentificarios serdn la clssificecibn eststitcitn en -
Fenver en 1302, asf como estudiarlos en cetniie por Ttocos nue ~a

cen sparecer Sarcas caracter{sticas parz caos cronosoma,

Peraz la inmvilizacisn y ewpansisn ce 1o0s cromosomas ce 135 chli-—
las suspencides en el 1{guivo amnibtico ;, gue ran sico cultivacas,
se utilizan principaimente dos mé&tooos:

) Cartotipa In Situ,

Este método Consistd en somotsr & 1as chlulas a todo’sl oroceso
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sin cesprenderlas Cel sitio donce se han adherido, Presenta al

gunas ventejas como son: perwite el anflisis cromosémico de las
células gue formaron ls colonia a partir de uns o dos cédlulas -
inicisles, 1o cual facilita el ciagndstico en casos ce mosaicis
mo, se puece estudiar el cariotipc en un meror tiempo (4 = 14 -
dfas) porgue se recuiere un nimerc menor de células, y €éstas ro

sufren oarc al ser desprencidas., La principal cesventajs cue -

presenta este mAtocO €S gue ~O Siemore se obtienen metafases ok
buena calicsd, porgue al estar mu, cerca las célulss entre sf,
no pereiten la expansidn deseapa ce los cromosomas y su estudio
resulta un tanto »8s cificil,

Cariotipo ce Células en Suspensisn,

Ests »étoco consiste en someter a las células & ls colenicina -
cuarca estdn aln screricus sl frasco de cultivo, luego se des——

srencen cel mismn y se continla el proceso utilizanco la suspen

sién celular, i1as ventajass oe este método son: se obtienen me-

tafases ce me jcr calicac que scemds ce ser utilizsdas en estu-—
dios rutirarics, puccen somctersé a estudios »4s finos qus per-

miten 1n observacién ce bancas 3, C, F, G, vtc, Las desventa-—

Jas oe este métoco son: se requiere ur mayOr tiempo para la ot-
tencidn ue suficiontes célulss ya nue muchas se picroen en el -
proceso, y ressitar{a mis olffcii la ceteccidn de un mosaico fe

tal porque no ea posible icentificar las célulos que formaron -
las ciferertes colonias,

Cariotipo ce C&lulas no Cultivecas,

Higres y Rink ol intentaron estuciar los cariotipos ce células
no cultivadas ce l{quigo amnibtico.

2

Reportaron resultacos €n -
ae J casos, pero no explicar el método empleaco, ni se encuen
tran reportes similares en ls literatura o partir de esa fucin,

Otviamerte, en el 1{guiuo emidtico es positile encontrar al(u—




nas células en mitosis, pero probatlemente no las suficientes =
para emitir un disgndstico confiable,

2.~ Interpretacién del Cariotipo.

61 1a muestra oe l{guioco amiftico no presenta sangre materna, si -
gurante el cultivo 1as células fetales no sufrieron contaminacién -
microtiana, y tocas las células examinacas rutinarismente prusontan
¢l mismo nOmero y tipo ce cromosomes, es diffcil pensar gue pudiers
darse un diagndstico eguivocado; tanto para los fetos crososdeics——
mente normales como para los que presentan alguna aberracidn (prine

cipalmente triso=fus, sorosomfas, translocaciones balanceadan y no

talanceacas, etc. ). 3in empar;o en algunas ocasiones se na reparta

o la presencis ce ur ndmero variable ce céiulas que cifieren ge —

las demfs, pero cuyss anoraifss no siempre reflejan la conatitucibn

senética ocel fets en gestacifn, Se nar descrito las siguientess

a) Poliploicias.

Las poliplofofas [especislmente tetraploic§ns}, son comures en -
célulss cultivacas de l{ouioo amniStico y generalmente la oresen

cin ce éstas no se asocia s un feto snormal,

AcemSs, asalker et,
nl.

estiman ose 68 mis comin la chservacién ce poliploiclss -
en células epitelioloes ya que se reguiere un mayor tiempo para

la observacifén ce su cariotipo, Tegerkamp y tux 7 €n camtio, -

reportan un mayor {ncics ce células poliploides en los fibroblas
tos y ademds estiman que su ndmerc vurf{s en relacién al nimero -
de estas colonias por cultivo,

b

~—

idperciploicfas € ‘poviploicias,

Rare vez se encuentran aiperciploic{as, es mis comin nalliar hi-
podiploioias, y.n aue 1 péraica de cromosomss puetle ocurrir con

clurta facilidag ourante el proceso para obtener sl cariotipo,
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Atkins et, al, 3 reportan la observacifin ce 196 metafases con -

43 2 48 cromosomas en un estutic ce 432 fetos cromosSnicamente
normales,

“osaicismo,

El mosalcismo €5 un fendmeno oue se ra Doservsgd en diversos —-
cultivos oo cfiuizs fetales, y continia ms~ifestércoose al 2umen
tar el ~lsero ce amniocentesis practicacss. FResulta eiffeil es
timar ia positilidac ce la existenci: 2& un vercacero mosaico -

fetal cuamoo zparecen alguras téiuias ansuplioices en el cultivo,

72
Sutmerianc et, al. afirman oue c.anoo se Cescutrsn cos O 24s

poblaciores cslulares en un cultivo e l{ouioo amnidtico, eris-
ten ias siguientes pOsiblitcaces;

i) Se trate ce un embarazo cewelar,

14) 51 una ce éstas es 46xX es posicle cue sean células mater

nas,
i11) Que el feto no sem un mosalco perc por alcuna razéa se ob
servd ol cariotipo de uns clions =ocificaca,

iv) Nue el feto sea un vertacern rosaica,

In las putlicaciones revisacas se cescriten algunos Ca&sSGS en —
los gue se ozservd la presencie oe 1{mcas celulares gque en Slti

ma instancia no corresponcian 2 ia constitucién fenotipice ni -
genotinica cel feto.

Keroon et, sl, reportaron i1a otservacién ce s8io uns lires -

celular 45x0 en un primer cultivo ce células oe l{quicc amidtd
co. ‘walante estucios ce fluorescencia no fue posibie ipentifi
Car el Cromasrna ¥, perc se sospac S ce wna positle translocs—

ci8n ¢ £ate 3 ios Lrasos corios cel crowosomy 13, Al efectuar

S &: ANOrto oe un feto fenotiplesmente rormal, SC COSBCATON =



5810 células 44XV de un secunuo cultivo., LB técnica de fluores-

cencia no reveif la oasitle translocacidn 0/Y, y no fue pasible
estudiar el cariotipo e los fitroblastos ode la piei cel feto,

Atkins et, al. 3 reportaron un mosaico 46xY/477XY con pos CrowGa

a0Mas X ANOYMALIES y uN Cromosom3 Y normal en un prizer cultive -

de céluias ce ifnulco smnibtico. Al nacer un nifo ferot{picsren

te normal, los estuoios citocenfticos efectuscos en linfocitos

en fibroblastos revelaron ia presencia ce una sOla lines celu.sr
aexy,

S5in embargo, tawcién na sioca positie 3 geteccidn in utero ce 21
SunNos Ca30% ce mosaitiemo verdasern, 10s cusles fueron zonfirwe-
005 posteriorwente,

L3
dloom et. al. repsriaren el drimer caso ce wosaicismo tetsl

ce
tectado in uters. Se trata oc un masalco 44xX/A7xX + 13, EL ~=
ciacn8stico se confirad el efectuar estucios citocendticos e

feto fenctipicamente normal,

Ll

’“ dascricieron 6 casos ge mosaicismc en cule
tivos os cfiulss fetales wspencions en el i{guido amnidtico, e

Sutnerlanc et, al,

ro s81o un uro oe 2ilos se puto confiresr el olagrfstico, Se —

trata oe un mosaico 4XxY/A7XY & mar {tromosoma metacéntrico pe—

quufio asiciorai}, Al nacer un nifo ferot{vicamente noreal, s¢ -

contirm e ciazndstico mecieante e3tucins titore~éticss realira~

cos en ia picl, corcdn umbilical, awics, ; sangre cel corod va
bilical.

Hsu et, al, ~ reportaron un caso ce mosaicismo LEXD/LENY, Tt
servaron el cariotipo 45¥Q en el 3:7 ce las céluias cosecnazas -

de vos frastos oiferentes, 105 estusios citoreréticos reaiiza—

dos en un neorato ferotipicamente norsal revelaron le presercis
ve células areuploices en 2€} ce los Linfocitos obserwsoos, , en



errores que son causa ce preccupscidn para los investigacores,
oS [urden ser Cediods a:

S6% de los fibroolastos cosechsdos de una blopsia ce plel, Es-
tuoios fluorescentes ce bancas Q demantraron 1a ausencis de la
banda fluorescente osl cromosoms Y, lo cual nece suponer que €s
tas cstaba predispuesto a sufrir un retraso en la migrecifin cu—
rante la anafase,

0 se sabe por cué rezores aparecen clonas mcoificacas en las -

células cultivacas oe i1{ouico amriftico, 3Sutreriang et, al, 72

observaron 6 cesos ce mosaicismo en un perfoco ce 2 meses, Fo-
ori{s ser una coincicercia o deberse s alcln factor en el mecio
ve cultivo que ocasic~d estas aneuploiss {excepto un caso de ma
saicismo 46XY/GEXX atrioufco & contaminacién materna, y el ver-
dacero mOsaico cescrito anteriormente), ye cue en 200 amniocen-

tesis practicadas er un perfoco de 3 afos no se nat{a observeco
ningdn caso similar,

Zrrores en el Diac~dstics Citogenético Prenatai.

A pssar de que acTuzlme~te se logra un alto porcentaje de éxito en
&l Diagndstico Citogerético Prenatal, se han reportacdo algunos —

€

a) Contaminacifn waterra,

Cuando 8l nhacer una poncidn para obtoner el liguico amniftico -
se atraviesa ls placenta o algin vaso meterno, la muestra oe 1§
quido puede corterer células maternas {procatlewente lLinfocitos

o macréfagos] oue en teori{a podrian proliferar en el cultivo y

causar confusiores; suncue en le prictica este factor de error

parece casi nunca presentarse,

MHeu at, al, 35,

repartaron naber cdetectaco la presencis oe -

macréfagos (células muy grandes gque se aunieren répicamente ; -
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presentan capacidad fagocftica}), en un cultivo ce células de 1

quido amniftico. Se comprobd su precencis ya que al agregar —

tactolstex, se otserv8 una fagocitosis masiva. Sin estargo, es

twgios wis oetallados revelaron que las células que crecieron -
en el cultivo y a las gue se les determind el cariotipo, eran -
fetales y no maternas,

Simpson et, al. 62 reportaron oCs casos en los gue se diagnosti

caron ocs fetos 46XX cuanco éstas eran 48XY, Se atribuy® este

error a una positle contaminacifbn con células maternas,

Hauge
et, al,

cescriten una técrica pera determinar en casos en -
los gue existe cuca, si los cromdsomas estudiacos son fetales

0 maternos., Se someten 1l0s cromosomas 3 mostaza Oe gquinacrina,

sa Otservan marcas flucrescentes en clertos sitios ce cetermina

©OS Cromosomas, y aungueé toods los fetos presentan la misma e—

fluorescencia gue Sus macres en C3Ca uno de 103 cromosomas nomd
io50s, se atserve una ciscregancia minima cve 2 y mxima de 9 -
marcas entre los Cromosc-as fetales y maternos.

Feakman et, al. = tam iér remorisn una técnica que es Gtil pa-
rs esclarecer casos e€n L0S ou€ S6€ saspecna ge cortasiracifn ma-
terra, Le utilize la téonica e ‘luorescencia para la foentifi
cacidn oel cromosoms Y en jas céiulas no cultivacas ce 1{quido
amnidtica, 54 el resultaso es Y pasitivo y s6lo se cosechan Cﬁ

luins GFYY cel cultivo celular, entonces se utiliza 1a téenics

fliorescerte Ce polimorfismas { cescrita par haeuge, y se compa-
ran 10s Cromdsomas e las célules cultivagcas con los cromosomas

ce 1irfocitos maternos sometioss a la misma técnics,
Causa Tescondcida.

3
satayama et. al, !

reportaron uos errores en el Ciapréstico Ci
togendtico Preratal.

1 primero fue un resultsco falso negati-
vO; se Obsurvaron sflo célulan 46XY en el cultivo, pero nacil -



una nifia Q7xX + 521. Lcs autores reportaron naber descartacdc co-
mo posibles fuentes ce error el intercaspio oe muestras ce 1igui-

do amnifitico, la pérdida te un cromosoma X sunada a la confusifn

de un cromosama ¥ por un G {estudios posteriores revelaron la

existencia oe cromsatira ¥ fluorescente). Kstaysme 4l sugiere qus

nue Se hays trav2sd Ce un embarazo gemelar no Setectaco en el oue
el feto cromosSicamerte normal fuers restsortico, ya gue ls gro-

babilidad ce que se lleve 8 cabo una mocificacidn en el cariotipo
aiswo de un cultivo celular es muy remotm, El secunco fue un re—
sultago falso positivo; se observaron cos iireas celulares dexx/

47xx + C en el cultive primerio y nacid uns rifa normel cuyo geno
tipo se confiret =] estudiar las células ce sangre periférica y -

de oiel. Ce cree oue la ifrea celular I7xx Ca aparecid como —
consecuencia ce una ccntaninecifn fungal ocurrica en el cultivo,

y2 cue este cariotipo es letal,



CAPITWLO III

A,- Unterial,

l.~ Soluciores Empleadas en la Praparacifn ce los “Wecios ce Cultivo,

a) antibi6ticos ce Eagle, (3D0x)

Pericilina G, Potdsica (Snuibb) 1 = 10° w1,
<streptonicina scd' {squita) 1.2 Ge
suresmicina (Cyanamic) 0.02¢ c.
-0 5 106,.0  ml,

t) wciefsicos sin Guanosira, (10Cx)
azerosina (Caltiochen) 1.5 S
Tinicina {Calbiochem) 1.5 Qe
uricina (Calbiocnem) 1.5 . q.
zitidina (Caibiocnen) 1.5 %g,
Foj> Fenol 17 (Yerck)} Sl < )9 1 S VO
“i ~1,000,0 =l

¢} fwanosine, (33x)
fuarcsing (Caltiocnen) 0.567:{ g
fajo Feral 1% (werck) By o 8 0.125 =1,
o £ F b 000,07 Al

¢) *cioo Ascérbico 1% i &
Acido Ascéroico (Sigme ce Wxico) L0 g
w0 o 100.0 a1,

e} Piruvato ce Sodio, {200 a4} _

Piruvato oe Sodio (Caltiocren) o

o - of w0 m,



Preparacién: Caca solucifn se precara y filtra separacanents,
En un matra: crlenmneyer se colocan los reactivos sélicos, se a—
orega el agus y el indicacor. 3Se Tolcta una barra sacrétice y -

con agitacifn suave se mezcle bien, Se filtra s presidn (o va—

cfo para los antibibticos) & través oe un filtro wiilipore esté-
ril con paros ce 0.22 m ce didmetro, s se conservan en codicio

res estériles en refriceracidn, .os antivifticos v el 4cioo as-

cédruico se protegen oe la luz con oapel esta y se

conrelan,

2.~ edios ce Cultivo,

n) Mecio ce Duitecco con 20f ce Swera fOvira Fetal,

Mecio ce Nultecco er polvo (Gitcs'

ra-CO, (“ellirkroct)
AntipiBticos ce fagle {100x}

Suero fovino Fe

o Ciocel, S.a.;

.-
we of

tal (Microbiological associatas-

UiV en poive (NATI)
NarCO., {Waiiinkrodt)
Piruvats oe Soaio (200 m)

Hucle@sivas sin Guanoaina {10Cx )

10,0 =l

Guanosina (32x) S x,0 m

titibticos de fagle {Ld0x) 10.0° =l
Suera fovino Fetal (Vicrobiologicai associates

o 2jocel, S.A.) 0.0 sl

e o? 753.0 =1,

Precaracidn: £n un matraz frienme,er se cOlOcs Bl agua y se ~

acrecsan ios reactivos s8licos excepts ei wi€D.. 5S¢ sprecan -

{en conciciones estériles) las soluciones mue man sico preoars

tas previamente y calentadas en baro of agus 4 37 °C. In la -



dle

misma forma se agrega el suero bovino fetal, Se colocz uma bLae—

rre magndtica y se agita a velocicao baja por 10 min, Se agrega
el NaCHOy y se continds agitsnde suavements nasta aue €ste se ci
suelva, 5e ajusta el pH 8 7.2, se filltra por presifn a través -
dg un filtro Willipore estéril ce 0.22 m de didmetro, y s4 core

serva en condiciones estériles er refrigeracién,

c} Control wicrouiolégico,

De cade frasco con mecio de culitivo se toman 2 ml {por cuolicaco)
y se colocar en tubos respectivos con wedio ce CereSro Zorazsn,

Se incuban & 37 °C por 15 cias artes ve emolear el mecic, oera -
covprotar gue éste no contenga tacterias y/u rongos. Iste proce
gimiento se puede repetir en cualguier ocasidn en gur e duoe c;

1a esterilicsd ce los mocios oe cultivo o ce otras sc..ciorea,

secio ce Cerebro Corazfn,
Grain eart Infusion {Gitco} .o g
P.ZO c 1,00C.3 =i,

Preparacifn: Se coloca el mecio en un matraz Lrlenmeyer y sSe ——
agreca el agua., 5Se apits suavemente utilizanoo una bHarrs wagné-

tica hasta gque &ste se disuelva,  Com une leringa Cormsall o con
una pideta se colocan €e S o 7 =1 ¢l wedio en tudos e vicrio -
con tapdn, Se esterilizan @stos en autoclave y se cooserwvan o -

temperatura ambiente hasta ser utilizaoos,
3.~ Soluciones Empleacas para Cesprencar Células,

a} Solucisn ce Verseno,
£0TA (Sigma ce Wxico)

NaCl {ualiinkroat)
kC1 {wallinkroot)

1.0C6 ¢
4.0 ¢,
2.0 g.
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Tris Base (Sigme ce lxico)

1.5 g,

Rojo Fenol 1% (uerck) 0,50 =},

HZO o] S00.0 e,
b} Solucibn de Tripsina,

Tripsina (Werck) 0.63 .

Solucifn ce Verseno 250.0 m,

Preparacifin: ©n un matraz £rlermeyor se colocan 108 reactivss -
sflioos {pars la solucifin ce Yersenc), se sgrecs el agua y @i -

indicacor. Se coloca una barra magnética y se agita suavesente

nasta que se disuelve blen, En otro matraz Erlenmeyer se c3lo-

can 290 =] ce la soluclén ce verseno, se agrega la Tripsine , -
se disuelve €sts en la misma forwa,

Se ajusta el pr pe las sO-
luciones a 7,8,

Se filtre primero sl Verseng y cespués la Trip
sina por presidn a través ce un filtro #illipore estéril con o

ros de C.22 m de cidmetro, y se conservan en condiciores esté-
riles en refrigeracifin,

t) Control Wicrotiolfgico.

Se sigue el mismo procedimiento indicato para los metiocs o ou}_
tivo,

4.~ Soluciones Emplesdas para la Inmovilizacidn, Expansibn, F§iacibn,
y Tincidn de los Cromosomas.

a) Colcenid (Gizco 10 mcg/ml) 0.05 =l.

Se toma una jerinca de 0.S ml con aguh # 27 y en condiciones -

estdriles se extrae 0,05 ml, ce Colcemid por cada mililitro ce
medio de cultivo,



t.} Solucidn Hipoténica. [3:1 Citrsto ce Souio O.9% y ¥C1 0.07 N),

Citratn de Soclo (Merck)

0.270 g.
hou < 30,0 m,
xCl (Mallirkrodot} 0.0522 g.
0 b] 10,0 mi,

Preparacifng Se colocs caca reactivo en un matraez Erlenmeyer ey

farente y se agrega el ssua, Se nrap&ren estas dos saluciones

y se mezclan en la groporcidn 3:1. Es preferitle preparer ls -

selucidn pocas horas antes ce ser utilizeca y mantenerls en ba-
f 0e agua a 37 °C,

c) Fijacar Carmay, {3:1 wetansl y Acico acético].
uetanol (Deker Anelyzec) 0.0 m.
acido Acftico (fewer Aralyzec) 10,07 "L,
Preparacifn: Se colocan en una proteta 1os—ruct1 ez~
clan tien, Se usa i fijacor Dreparam e ui :

a) Glemsa 5(

Clemaa (Werex)

M0 0 v U

Preparaci6n: St cisuelve el colorante en el agua Y se’ pusa s’ --.

través ce uc papel filtro (watman # 1)

£.- vaterisl fupleacc pars el Cuitivo. 'hnipulacibn. Y 0 servacién de
ias Células,

a} Pipetas ce 0,1 a 10,G mi,
Pipatss Pesteur con y sin alpoddn,




vi)
vit)
viti)

ix}
x}

xi)

85

Foner en detergente Dara laboratorio Extréa {werck) 8 7%
par 264 norss.

Enjuager con agua ce la llave por 2 roras en el pipetera
ce metal,

Enjuagar tisn en un pipeteroc con agua delonizada, % veces
y repetir ¢con un rusvo cambioc c¢e agua deionizada.

Secar en el horma,

Porer slgocdn a las pipetas, colocarlas en bolsas, y sew
liarlas con papel indicasor.

Autoclavesarlas par X0 min, en escape rbpido y secadd,

b) Procedimiento pers Lavar los Frascos oe Cultivo y las Cajes ce

Petri,

1)
11)

1ii)
iv)

v)

vi}

vit}

vitl)
ix}
=)
xi)
x11})
x114})

xiv}

Lavar tocas les superficies interiores y exteriores con -
agua Ge ls llave,

Llenar con Zx:rén 6 7X caliente y restregar en forms muy
completa, masta guecar blen limpios,

Enluacar £ veces con agua e la illave,

Autociavearlos por media rors en una salucifn el 1§ ve —
mzmu.

tnjuacar £ veces con arua te la llave,
Astoclevear por megia hora en ura solucifSn al 1) de Exe—
trén & 7x,

Cuanoo se enfrien, cepillar con

ascobilifn par 2 min,

se usS pars sutoclavear,
veCEes cON arua ce la llave,

usanto el Tiema Extrén & 7X que

fnjuanar

tnjuscar toca la nache con azua corriente de ls llave,

gnjuagar 2 veces con agua destilnmoa,

fnjuagar 2 veces con agua bicestilsca,

Secar en autoclave,

Poner tapores oe ¢asa a los frascos, envolver 8stos y las
calas e petrdy en papel, y seilarios con pepel ingicaoor,

Mutoclevear por 30 min, er escapw rdpivo y secado,
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7.- Pacientes.

Se intentd el cultivo de 64 muestras de l{quico asmniStico cuyo vo-

iumen vari8 de 6 a 30 ml (promedio 14.6 ml), cbtenidss por amsnio—

centesis transsboominal entre el ZJ de septiembre de 1976 y el 10

ce noviesbre de 1978, Estos liguidos se obtuvieron mediants la co

Lataracidn ve los Cres. fouarco Lowenberg-Favela y Wanuel Powaier,

2el Serviclo ce Perinstoloci{a del Centro rospitalario "20 cde No——

viewore® 1.5,8,5.7T.E. In la mayorfa ce las pacientes se obtuvo el

1{ouico en el segundo trimestre del embaraza, slendn su ecad gesta
cioral cde 10 a 29 semanas, con un promwedio de 17,6,

os mativas por los ove se practicd la amniocentasis no fueron en

t5008 los casos aguellos que se incdican para el Ciagn8stico Citoge

nétito Prenatal. Se aprovecnaron los l{guicos ottenicos con otros

oroofisitos oetico a3 cue 12 finaligac cel Dresente trabajo fué res-
lizar un ensayo ce alcunas variables y pardiwetros gque influyen en
el cultivo oe las célulss fetaies suspendicas en éste. E£n el cus-
cro 1 se especifican los motivos por ios nue se practicd ia amnio-
centasis.

g,~ wetooolosis,

lo= Cultivo de Células,

Inlcialmenta, inmoiatamente despuls ce raterse obterico el Ifaui-
ca amidtico, éste fue colocuoo a partes i;uales en dos tubos oe -
vicrio estériles , transpartaco al Instituto ce Investigaciones —
£ionfoicas en la Universicad Nacional Autfroma ce Mirico, comoe sc

tricid el proceso ce cultivo {cespubs se transport® en la jerincs

zisma), (1 tiewpo gue transcurrid entre ia toma ve la muestra 4 -

ia siembra fue c¢ i s 3 roras.,



CUADRO 1

MOTIVOS POR LOS SUZ St PRACTICO LA AMNIOCEINTZSIS,

Edad materns mayor ce 35 anos,

Edad materns mayor ce 35 afas y producto previo
anorwal:

S{ndrome de Down,
No especificado.

Praducto previo con S{ndrowe de Downg

Por trisomfa 21
Por trenslocacifn, con un progenitor portacor.

Pariente(s) con Sincrome ce Dawn,

Producta previoc con Sincrome ce Turner.
Familiar{es} materna{s) con Oistrofia Muscular,
folihidramnios,

Exposicién a Aubeola.

Exposicifn a Rayos X o radiacicnes,

ueaicacién en el primer trimestre vel embarazos

Agentes quimioterépicos,
vacunacién contra fiebre gmarilla,

Puncidn previa a 22orto en madre con catcer mawario, -

Angustia materna,

Total

LM

W

8




Las muestras oe lf{guido amniftico se procesaron siguiendo uno

ge -
cos procedisientos,

&) Procedimientn 1,

Se tomaron ? ml Ze 1{quide amnidtico {sin centrifugar}) v 3 =l -
ce medio ce cultivo suplementaco com 204 =€ suero tovino fetel,
se colocaron en frascos de cultivo oe 25 o ok superficie (Ta}

y se ‘.ncusamna.‘:?‘tenumetnésferaaecczal51]95’.0:-

sire stedsférico, con 100L de rnumecacd. Z1 primer cambip € ®e-

dio se hizo 2 i1os £ dias, s registrd el nimero y tipo e colo-
nias en caca frasca, y los siguientes castios ce meuio se nicle
ron caca 48 horas, hasta obtener suficlentes mitasis para esto-
dier su cariotipo,

LOs pardwsetros estutiados fusron:

i) pos mecios ce cultivo: Medio ¢e Duloecco, y 'Medio Wnima e
Eng;e wmocificaco,

11) Dos marcas ce suero bovino fetal: Wicrobiological 2ssocismw

tes (imporieco cde £staoos ynidos), y Diocel, $.A. {srocucie
oo en W.ico y probasa su tapacisad ge promocidn cel creci-
mientn celuiar, en el Cantro oe Investigaciones y Estucics

Avenranos cel Instituto Politécnico tcional, por ei Ur, —
Carles Ferndnoez ).

Cn el cuzcro I se wmuestran los pardwetros astudiacos en los 4=
auigos smifticos someticos al procecimientn I,

b) Procecimiento II.

£1 1{nuido awniftico fue transferico ue la Jerings & 2 titos es
tdriies y ve centrifugd a 1,500 rpe por 10 min, S8 retird el -
sotrenmoarte y st resuspenuieron (0s botones celulsres en | el

ce medio WU monificaca, supiemertaca con i U6 Suero toving -
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CUADRO 2

PARAMETROS ESTUDIADGS EN LOS LIUIDOS AMNIOTICOS
SOMETIDOS Al PROCEDIMIZNTO I,

eolo de Cultivo Marcs de Suero
Wwestras

Dulbecco He mad, \ticrob, Ass,

Biocel
21 + +
5 . +
7 + o+
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fetal {#icrotiological Associstes). Cade suspensiGn celular se

coloch en un tubo Leignton {por 1o tanto, 2 tubos por lf{guico -
amnifitico) y se incubd en les condiciones yn descritss, El pri
mer coasbio oe medio se efectud entra 3 v 5 dias despuls ce la -

siemura, y los sicuientas ceda 43 noras,

Conteo de Células,

So tosé 0.1 ml ce lfnuico amniftico {sin centrifuger}, se le ecre~
c8 C.L mi ¢e 2zul de Tripano 0.47. y se incutd a J7 °C por § «in, -
So colecd una gota ce esta suspensifin en c3da una oe las cinaras -

dgr un contadar Neutsuer de 1/40C a x 1/10 = y se contaron lss —

células ose s& encontraban en S c.afros de cads cémars, Los tota-

\es corresponcientes a iss células tedicas (muertas) y s las ro te
nidas {vives) se multiplicaron por 2 (factar de silucidn), para ob

terer las cifras correspondientes a siles ce células por caca mili
1itro ce 1{ouico amnibtico.

Ceterminecisn cel Cariotipa.

Cuanso se otservd en los frascos oe cultivo un ndmero suficiente -

de células un mitosis, ase sometiercn 4atas a un proceso psra la ob

servacidn o¢ sus cromosomas, Sa cantid el medio de cultivo 26 ho-

ras antes te iniclar el procedisientn; postrriormente se sgregaron
0,08 =1, de Colcemid s una concentracidn ve 10 meg/ml por ceca mi-
lilitro ce mecio de cultivo, y se& incubsron las células a 27 °C o
rante &3 »in, Se cesprendieron €stas con las soluciores ce verse-

mo y tripsira, y se centrifugaron a SO0 rom por 10 win, 34 retird

2l aolrenecarte y s agragaron facitanoo suavemente) 13 =i, ce la

solucidr niooténics, deléncose repasar a 27 °C por G min, ‘ueva-

menty se centrifucd a la misma velocicac y tiempo, se retird el so
trenagsnte, y se acrecaron L7 ml ce fijavor Carnoy,

sty Cltima -
aperacidn se repitid 3 & 4 veces,

Finsilmente se centrifucd a &G
ror por 10 ~in,, se retird vl solremadante, se resuspencieron las
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células en 0.5 ml, ce fijaoor, y se tomaron con una pipets posieur
para colocarse en un portaobjetos, dejando caer wvariss gotas oesde
ura altura spraximsca e 20 om, y flameandp ligeramente., (& tin—

cibn rutinaria se efectul colocanoe las laminiilas en la =zolucifin
de Giemsa por 10 mimutos.

La interpretacién de ios cariotipos ce las células fetales se efec
tud en el Departsmento ce Gendtica del rospitnl cel Nifo, DIF, con

la colatorecidn oe ls [ra. Alessancra Cerrevale y la 3.F.B, Julie-

ta Castillo, ~oemis, en esta institucidr se observaron en algunos

casos los cariotipos ce los linfocitos oe los padres, y se efectus

ron estuciocs ce barcas cromasdmicas,
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CAPTTLLD Iv

Aesultados,

Se practicaror 64 smnjocentesis en 53 pacientes, sin presentarse

ninguna complicacién pars el feto o la macre., In ) ocscientss se repi-

t18 is amniocentesis en 2 ocasiones, y en 3 occasisnes en una paciente,

cetios a fallas en el cultivo ce las células, In el cuacro 3 se muas

tran 10s resultacos el cultivo oe las célules fetales mediante los —
srocecimientos 1 y I1, y se especifican las causas oe los fracasos en

ios cultivos en 10s que no fue positle realizar el estuoio citogené Ly~

cc., Se aplich la prueta ce 'Ig para tetervinar si eriste una oiferen—

cia estaci{sticamente significativa entre .os o2s procecimientos, res—

pecto al &xito para ceterwinar el cariotipo. 3e encontré que p> (G.25

por 1o que se concluy8 oue el crecimients exitesd de las células ro e
pencis ce la eleccisn e uno u Otro procecirziento,

Se pucod reterzinar el cariotipo en las céiuias fetales procecen—

tes ce 20 pacientes (cuadro 4). ©n 15 casos [204) el cariotipo fue fe

werira rormal, en 14 casos (48,7,.) fue mesculino rormal, y 5810 En una

oe (as tuestras ce l{ruioo avnibtico {2.3:] =& cetectd una anomlis ~—

cromosdmicn,  Ue trats se un cariotipo femeniro con trisonfa 21 por ~-

transiocacifn ¢e un Crowasomws Ol A un crowosona cel crupo 0, siennu el

DaCre oortacor € la aisma , procenitor oe on ndjo previo con Sinurow

ce fown poOr transiocacidn, Al saber el resuitaco cel cstuolo citnrend

tics, los paugres cecicieron terminar el embaraso, pero no se DuCS Lon-

firmar el ciagrdstico poroue el avorto fue practicago fuere oe Le Miue

cac ce %xico, por un ofoico no icentificana,

w0 nacivo 43 oe estos fetos. (e los 30 fetos en l0S Que B& Ceww

tereind el cariotipo, se ns podico estuciar a 14 nifas al nacisientn,

n3bi8naose confirmane en toos ellos el clagndstico reslizago orenatal

wents,
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GUaDAG 3

RESULTANGS €L S TIVO TC 64 LI IDOS NICTICOS
Para cSTUCIO CITOGENSTIZO.

Proceciaiento 1 Procecisiento 11
Nome 0 % NomeTO x
A,~ S8 puco ceterainar el cariotipo. 7 s

S1.S 13 41.9

8.~ No se puoo ceterzinar el carictipo:

1. Creciajento celular e¢scuaco:

a, Contaninacifin sicrobisre,

(A}
0
B
o

()
-
[+
.
-

b, Sotrecalertssiento, 4 12,3 a3 9.7
c. Colcnicine iractiva, - S 1 3,2
2. Crecimientn celular inacecuado. S
3. Y uoresitn oe las células al
frasco ce cultivo, 4
Total de Liguicas Ammifticos . .
Procesacos, 33 31

x2 {entre gruocs & y B)= 0,244; p> 0,25
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CUADRQ 4

RESU TADCS CEL £STUNI0 CITOGENCTIZG PRAZTICANG
EN 30 CULTIVOS A'RIOTICOS,

Cariotipo

Femenino Normal 46,XX . 1S 0.0
wesculino ‘ornal 46,XY S U SRy T -
Femenina con trisowia 21 f
por translocaciln a un - ; .
cromosoma 0, . : L o
46,7%, - +t(0a Ga). [ CH s I P




l.- aparicién de Colenias,

a)

Procecimiento I,

€n al 76% {25/23) ve los casos lss coloniss aparecieron antes -
ve 10 dfas, en el 9% (3/33) ce los casos entre 10 y 15 dfas, —
en un s6lo caso {3.3i) laa colonias aparecieron a los 14 ofes,
y en el 124 (4/33) ce loa casos no hubo farmacifin de colonias -

{Fig. 1), Mo se obtuvo el promedio porgue la tisqueca ce colo-
nias se inicid nasta el sexto oia,

Proceaimiento II,

Se observd la sparicifn ce colonias en un perfodo ce 4 o 15 ¢i-
as, sienca el promedio ce 9.0 ofss, on el €1% (19/31) ce los -
casos las colonias aperecieron antes oe 10 dfas, en el 2% {3/31)

de 10s casos entre 10 y 15 cias, y en el 13% {4/31] ce los ca—
s0s no hubo formacidn de colonias (Fig. 1j.

No se observd una ciferencis estadi{sticamente significativae entre

eatos cos procedimientos (p> 3.50) respecto a. nimero de cultives

en 108 que las coloniss aparecieron antes ge 10 cflas, y en los ze

apareclieron después ce 10 dfas a partir vel c¢{a de 1a siembra ——

(cuacru b)Y,

La fechn ce aparicién o les colisnias tamooco tuwvo re

lacifn con: a) ecao materna, b) ecau [estacional, c) canticec oe -

liquino amniftico, o) mecio de cultivo, & e} procedencia del s.ers,

Nimero y Viabilidac ce las Célules,

sélo en 13 ce los 1fguicos amnifticos sonetises al procesimienta

v
}

nizo el conteo de células antes oe la siestra., €1 nimero total

oe células y 6l ndmero de células viatles observacas en vatos 1w

quicos, no gusrdan relacifn con la ecad gestacional de las paciens

tes (Fig, 2).

Tempoco 86 observ una relacisn entre la edad pesta

cional y ol porcestaje ce células visbles {Fig. 3).



E Procedimients I
/773 Precetimionts 1

*le *lo
ol oo}
o [ -] 2
80 ot
Yy io -
20} 200
$-10 n-is 16-20 olas No oparecisron
Colonioy
Fig. 1

Clstribucién ce 33 cultivos ve l{ouioo amnidtiro
procesacos segin el procecimients I y ce 31 cultivos pro
cesacos segun el procecimiento I1I, segdn el tiempo de —
aparicidn oe colonias ocespués de la sjembra, Se omitid
el intervalo ce O a S cfas debico a que fue nasta el 4o,
c¢f{n cuando se inicid ia tisqueos ce colonias,
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QUADRG 5

AESLLTADCS DL TISMPD DE APARICION DE COLDNIAS
EN 56 CULTI QS aNNIOTICOS,

Clas Procedimiento 1 Procedisiento II
0~ 10 25 19
10 - 15 ) - |

X2 [entre orocedimtentos T y 1T)= 1.24; p>0.50
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Fig, 2 Felecifn entre ls vdag res:aclungl y la: candnac
ve células en el dauwo amniStico,

e céiulos totales x 10 /mi. e DAL
2 célulss viatles x 10"/«1. r 3,13
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Fig., 3 FRelacifn entre edad gestacional con la viabnidaﬁ
oe las células en el liquida amnidtica.

re - 0,17
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Aque no se obiservd una relacifn entra el ndmero ce cédlulas en el
1{quiso amniftico y el tiempo de aparicifn de colonias (Fig. 4), =
parece existir una ligera tencencia (r= - 0,53) a ls apericifn »ds
temprera o8 coloniass con un mmyor porcentaje de viatilicao cslular
(Fig. S}. En uno ce los ifouicos smiSticos no se cbservaron célu
lag al intentar contarlas, s pesar ve lo cual aparecieron caloniss

i3 cfs3 gespubs de la siemira, +Ay QUE recordar QUe L& reauisre -

+irimo ve 200 célules por sililitro pera pocer ocservarlos en -
el rewocitieetra,

U

=

£xito 0 fracaso del cultivo para determinar &l cariotipo, no pa
rece gepencer cgel nGmers tcotal e células en el li{guioo amnidtico

(Fiz. 58), el nimero ce cfiuiss visbles (Fig. ¢t), ni cel porcer—
taje ce células viatles {Fig. &c).

wecio ge Cultivo,

re 25 muestras ce liouico awriftico sometidas al procedimiento I,

2i se procesaron empleanss medio ce Dulbecco, y S utiiizango medio

¥ mogificado, ambos supiewmentacos con 207 ce susro tovino fetal

(vicrobiological associstes). Se pudo ceterminar cl cariotipo en

5 e 21 1lquidos amrifticos en el orimer caso, y en 3 ce 5 en 8l -
sejundo (cuedro 6).

ists oiferencia no fue estacisticamente significativa, ya que al -
asiicar la prueba ce Probatilicsc Exscta ce Fisher #4
gue o= 0,12,

sa encontrd
£l tamado e la nuestra es, sin emtargo, ™y pequefo.

Procecencia oel Suero,

e 12 nuestres de liouicoc amnibtico somsticas al prucedimienta I,
& fueron procusapas con mecio WY mooificaco y suplementada con -
A3 o suero toviro fetsl inwoartaco {(Mcrotiological Associstes),

7y 7 con el mismo mecio de cultivo, tipo y concentracifin de suero,
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ce sparicifn ce colorias cespufs ve la siestrs,
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Fig, 5 Relacibn entre viatilicad celular con el tiewpo -,
oe aparicibn oe colorias cespuds de la siemtrs,

™ - 0,53
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Fig, 6 Relacibn entre el éxito o fracaso oel cultive con:
a) células totales o; b) células viatles & ; ; c) porcen
taje de céluias viables 4,



CUADRD 6

-RESULTADOS DEL CULTIVO DE 2€ LIQUIDOS AVNICTINDS -
CCN MECIOS OE CULTIVD CIFERENTES, e

wedio ce Cultive i

wedioc de mlbscco'

Wndio MEM modificado

p= 0,12
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pero siendo 8ste prosucicdo en Mxico (Biocal, S.A.). Se pudo de—

tereinar el cariotipo en 3 ce 5 1iquidos amniSticos en el primer -
casa, y en 6 te 7 en el segunca (cuadro 7).

As{ mismo, se aplicld la pruetam de Probabilicsc Exacta ce Fisher pes

ra caterminar si los resultacos observacos son estac{sticamente —-

significativos, Se encontrd gue pe 0,3¢ lo cual incica que la pro

cetercis cel suero no determind el éxito o fracaso cel cultivo.

£1 tamaro de la muestrs es, sin embargo, muy pequera,

Tipo ce Colonias,

Al iniciarse el cultivo ce las células fetales se otservaron prin—
cipalmente células oce cos tipos: células ce cescamacibn, crances,
poiironales e incapaces ce crecar }_Q _»{it_r_g, y células pequeims, —
recondas u ovalacas, muy refrincerntes, gque se supone son protatle-
mente derivadas tanto oel feto como del amnion y que oan origan a

las cflulas que crecer in vitro. 7 (Fig. 7). Ertre el Ga, y el =

70, cfa cespufs o le siestra se otservaron cfiulas que comenzaban
a farmer colonias oe fitroblastos {Fig. 8), coloriss wixtas (Fig 9,

y colonias apitelioides, En ocasiones séio se ozservaron fitro——

tiaatos aislavos {Flg. 10) que no siempre formaron calonias,

Las colonias epitelioiges (Fig. l1) estdn formacas por células re-

conctas con citoplasma irregular, oue tiencen = crvcer formaroo —

"islas”, Diffclimerte se les puede cesprencer ce la superficie y

cuando se les subcultiva ys no forman nuevas coionias,

Las colonias mixtas (Fig., 12) estdn constitufcas por células ce -

formas variasas, su citoplasma es irregular , es%A lisitaoo por -

una membrana ondulante, £stas coloniss no 2icerzan una densicac

elevaun, y aunque presentan cisrta resistercis a ia sccidn ce Ia

triosina, al ser subcultivacas wselven a formar colonias,
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CUARRD 7

AESULTADOS CaL CULTIVO O 12 LINUIDOS AMMIOTICOS
CON SUZRO NACIONAL O IWPORTAND,

Procecencia cel Suero Exito Fracaso

Imoortaco (Microbiological
Associates),

Nacional (Blocel, S.A.).

pe 0.3¢
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-Fig. 7 Células de 1{quido amniético el difa de la siembra,
Predominan las c8lulas de descamacién, pero se cbservan al
gunas célulss peguefas, muy refringentes, que formarén las
colonias in vitro. (Contraste de fase x 120).

D = célula de descamacidn,

F = célula precursora de fibroblasto,
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Fig. 8 Cultivo de células de liquido amnifitico el 70. dia
cespués de la siembra, Se observan fibrotlastos que ini—
cian la formacién de una colonia, (Contraste de fsse x 120),

F = fibroblasto,
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Eig. 9 Cultivo de célules oe liquido amnidtico el 70, dia
después ce la siembrs, Se ouservan células de tipo mixto

gue irician la formaciénr ce una colonia, as{ comoc dos célu
las en telofase., (Contraste de fase x 120),

W = célula tipo mixto {[AF),
T = cédiula en telofase.
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Ffig, 10 Cultivo de células de lfquido amniftico el do. -
dfa después ce la siembra, ©GSe ouservan fibroblastos ais-

lados que no formaron colonias. (Contraste de fase x 200).

F = fibroblasto aisleoco.
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Fig., 11 Cultivo de células de liquido amniftico 26 dfas -

después de la siemtra, Se observa una colonis epiteliocide.
(Contraste de fase x 120).



2=

Fig. 12 Cultivo de células de lfquido amniftico 2€ c¢inss -
después de la siembra. GSe obsarva upa calonia de célules
ge tipo mixto (AF). (Contraste ce fase x 120},
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Las colonias ce fibroblastos (Fig. 13) estdn formscas por células -
fusiformes gque ewiten prolongaciones largas, y tienden a cispersar—
ss adquiriencc une diewaicxéﬂ paralela, Generalmente alcanzan una
densidad elsvace, s& les puedn desprencer fécilmente ge 13 Superfi=-
cies y subcultivar gurante miches generaciones.

Son indistinguibles
de los fitroblastos rumanos procedentes de la piel.

£n 16 cultivcs oe liquico amnidtico someticos al procedimiento ] se
establociercn £84 colonias, de les cuales el SO (2¢1) estuvieron -
conatitu{das por células cde tipo mixto (AF), el 33% (159) por célu-
las epitelicices, y sl 17% (84) por fibroblastos (Fig, 14). Se ob-
servd la apericifn ce colonies ve tipo mixto an el 93% ce los culti
vos, ge coloniss epitelioides en el 934 om los cultivos, y ce colo-
nias oe fitrotlastos en el 76% de los cultivos,

Tiempo eecesario para Determinar el Cariotipo,

a) Procedimient I.

Se intent cetermirar el cariotipd cuango se observaba gue las ~
células cubri{an cos terceras partes oe lo superficie gel frasco

e cultiva; y oue acomds se observabar aproximadgamante SC célu-—

las en mitosis (Fig, 15}, En 21 cultivos de 1fquido amniftico -

estas cociciores se cieron en un perioca de 9 a 48 c¢les después
de ls siemcra, perc sf8lo en 17 casos {814} se pucieron ouserver
metafases mpecuadas para la oetersinacifn cel cariotipo, y para

dichos casas el promeaio fue ce 23.7 olas. {n los restantes 4 -

casos {12%), sungue se observeron xiicais en el cultivo aiseo, -
las motafsses ya fijacas y tenicas no fueron de la calicad reque

ride pars ser analizadas e intervretadas, Como se mugsstra en la

Fig. 1€, en el 29,4% (5/17) ce los cultivos que pucieron sar es-
tuciavos se cetarmind el cariotipo entre L0 y 20 cfas cespués oe

la alextra, en el 35,34 (£/17) ve los cultivos se determing en—

tre 20y 30 cfas, y en el 35,2/ [€/17) de los cultivos se ceter-

mind ertre 20 y 4G dias después ce ls siombra.



=74-

AT A R
; ¢ ’l N e
!

Fig. 13 Cultivo de células de 1l{quido amniBtico 22 df{as —
gespués de la siembra. GSe observa una colonia de fibroblas
tos, Las cflulas redondas, refringentes son células en mis
tosis, (Contraste de fase x 120).

Fi » fibroblasto en mitosis,



=76

[ 1]

20¢

Fitrobiasts Mitto Epiteliolde Tiso de

Colonigs

Fig. 14 pistribucién ce 1€ cultivos pe

1{quica awniBtico,
S8 el tipo ow colonias establecigas,
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Eig. 15 Colonia de fibroblastes 22 dfas después de la —.
siembra., Se ohservan numerosas células en mitosis (redon
des y refringentes), (Contraste ce fase x 120),

FM = fibroblasto en mitosis,
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Fig. 16 Cistribucin ce 17 cultivos oe l{guivo amniftics
processcdos segin el procedimients I , oe 12 cultivos pro-
cesacos sepdn ci procedimiento 1I, segin el tiempo trarns—
currioo entre el inicio del cuitivo y el estucic cel ca—
riotipo,
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S8lo en 11 te los 17 licuioons awnifticos a 103 gue se les pudoc -
detorninar el cariotipo, se ran{s mecido viabilidad al momento -
de 1a siembra. NO 8@ observé une relacién antre el porcentaje -
de cédiulas viables y el tiewmpd pue transcurriéd entre la siewbra
y la cosecrna de las células para el estucio citogenético (Fig. -
17). E€in esbargo, parece ser gus cuando se establece un meyor

rdmero ce coloniss de fitroblestos (Fig, 18) o ce colonias ce ti
po =ixtp {Fig, 19}, el tiempo en que se puede eatudiar su cario-
tipo es menar {re - 0,62 y re - 0,48 respectivemente} aue cwando

se estaslece un meyor mimera ce colonias epitelioices [rs 0,10)
{Fig. 20},

Procecimientn II.

Se irtentd determinar el cariotipo en 14 cultivos ve 1foquico ame

nisdtico que reurfan los requisitos indicados en 1s seccidn ante-

rior, y €3to puco hacerse en un perfodo de 14 & 55 cias cespués

ce Ia siembra, S6lo se pucc determinar el cariotipo en 13 de 14

casoxs (52,84}, sienoo el lsrso promedic antre siewcra , cosecra

¢e 31.1 dias, En ung de los 14 casos {7.1%) mo se otservaron me
tafases anolizables,

{2/12) de los cultivos que pusieron ser estudiades se Oetermind

Com sa muestra en lp Fig, 1£, en el 16,2
8l cariotipn ontre 10 y X cias después v la sientra, en el ———
12,34 (2/10) de los cultives se setermind entre 20 y 30 olas, eon
el 53,9% {7/13) ¢e los cultivas se determing entre X5 y 40 ofas,
er €1l 2.7% {1/13) ce los cultivos se cetermind entre &0 y SO uf-

es, y en el 7,71 (1/13) ce los cultivos se determing entre 50 y
2 ¢las despuds ne la siewira,

se otservé una ciferencis estag{sticemente sicnificativa entre

5tSs dos procecimientns (p> 0,25} respecto al nimero ce cultivos

en

o

los aqua se cetermind e]l cariotipo antes oe 20 cias, y en los —

e se geterning cespnés ce 72 cfas, o partir del cfe ce la sieme—

trn cundro 8),
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Fig. 17 Relacidn entre el porceﬂbaje u ‘céiulas viables.
y el tiempo neceserio para astudiar el carlotipo

re 0,15
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CPITUC v

Ciscusién,

fste trabajo representa en Mxico, el orimer intento en vl esta—

bleciniento ve una metouolonia pars sl cultivo ce las célules fetales

tenigas por amniocentesis transaboominal, con el fin de estuciar su
tariotico y practicar as{ el Diagnfstico Citorerétizo Prenatsl,

L3 amniocentesis, practicada entre lé ; 13 seranas ce -estacibn,
permite hacer el ciacn8stico ce todas las wnowalias croeasdeicas , ce
w48 se 100 enfermecades metatdlicas, y conocer el sexo cel feto en caw

sos ce pazecimientos liczoos al cromosomas X, con riescos minimos para

la magre y el feto., As{, es positle ofrecer un cis;~8stico confiatle

a ageel.as parejes a riesgo de terer un hijo anormal, v no sblo ura es

timazisn probabil{stics oe que ¢l feto esté o ro afectado.

fungque nO SE sabe exactamente de quf partes cel feto 0 membranas
feraies provienen las célulsas capaces ce reprocucirse _i_r_v_ M, y €8 =
ciff{cii estimar qué proporcidn oe éstus poseen el potencial pars for—
war colonias, es posible mediante condiclones adecuacas de cultivo, o

terer un ndmero suficiente ce células para estucics cromosdricos » bio
uivicos,

ta eficacia oe 10s orocedimientos 1 y 11 parece ser similar {cus-
oro 3}, Tempced se observaron diferenclas estazisticamente si{nifics-
tivas, al elegir entre uno u Otro procecimients respecto al tiempo ——
trarscurrico desde la siemtra hasta la aparicids ce coloniss (tuncro -
7, o respectn al tiempo necesario 0ara cosecarlas y estuciar s, Ce—

ristipo {custro 3). La ciferencia prircipal entre 10s €03 dDrocedimip=
tos consiste un gque en el procecimiento 11 ias células son sepuractas -

por centrifucacifn y sembradas a uns mayor vensicac ceiuier,



La centrifugacién de las muestras de liguico amifitico representa
1a iniciacién del proceso de cultivo ce las célulss fetales en la mayo
ri{s oe los laboratorios de ciacndstico prenatal, aungue otros investi-
gcasares prefieren no nacerlo. iarchant 47, quien gn ur estudio inf——
cial ercontré que las células no centrifugadas crec{an sejor {p<0.Gl1)
posteriormente demostréd cue €l supuesto trauma procucico a las células
al centrifuparlas no =lterd su crecimiento, sino nue otros factores, -
como el no sustituir el 1fauido amniftico inicisimente por medio ca —

cultivo, punieron ser los responsakbies del retreso o impecimento del -
crecimjiento celular,

N
. 17
A ciferencia o2 fmery , M2S0tros no encontramos correlacidn en-

tre el nGmero total oe células por mililitro, el némero oe células vis

ties por miiilitro, o el porcentaje de células viables, y ia ecad ges-

tacional (Fig. 2 y Fig. 3). in su estucio Emery otservd qua el nimero

tntsl ce cflulas aumentaba despuds ce la semana 13 ce seetacidn ceade

2 ]
aproximacamente 16 x 107 rasta aproximadamente 180 » 107 cblulas un le
serana 33; mientras gue el nimero de células viszles sumentata sblo

vesce aproximadamente 2 x lIJJ en la aemana 13 hasts 20roximadamente

3 - R LA
25 = 1C7 células en la semans 33, Es posible cue las L3 muestrns ce -

1{quice 2mnidtico en las gue efectuamas el conteo en este estudio no -~

sean suficientus pars encontrar una relacifn,  idenbs, tenemom lo im—
que Bl ~imero total oe células extrafoas es mayor si se arita ol vien-
tre oe la madre antes ce L& awmniocentesis,

10 cal A se +i20 en togos
NUESLIres Casos,

Incepencienterente ce la ecad vestacional, el éxito o fracaso coel
cultivo N0 Wwwo relecibn con el ndmero total ce cflulas, con el nimero

pe células viatles, 0 con el parcentale ce células viables en el Limi
co awiftico (Fir. o). aef, en 09s ocaniones en 1is Sue no se ouserva
ron céiulas viatles, uno ce los cultivos fracasd ; el atro fue un €xi-
to, IS5t contrasta con los nellazcas de Nelsan 4 tmery 54 quienes ree
poOrtaron un un estucio oe 237 1auinos amnibticos aue en mucatras Dbui

moas oeepafis ce U semanas ge restacifing, el ndmero de éxito1 no oepen



il cel mimero de células viatles; pero en muestras cbtenidas antes de
20 semanas, los cultivos gue crecieron tien contenfan el triple de cé-
iulas viables que lus nue fracasaron, y los porcentajes de células vig_
nles fueron siempre mayores er los &xitos (16% y 18%) que en los frace
sos (1i4 y 12%). También reportaron no hater observado células via—

wles en 1% cultivos que fracasaron as{ como en 9 cultivos gque fueron -
éxitos,

8
As{ mismo, en el estuuio ce ¥anlstrdm 2. se pbservfS que mientras

savor era 1a cantidad ce céiulas viatles, mayor ers la protatilicac ve

éxito el cultivo, reguiriéncose aproximadamente 2,00C células viatles

por muestra, pero §sto ™0 sucedfa en presencia Su un gran mimero de -

células muertas, posiblemente poroue éstas liberen sustancias téxican

a. mecia,

Como ha sivo reportsdo arteriormente por varios invest

{racorns .
&7 e} R 138 .. 23

{uarcra=t . Gray et. al. , Nelson y Emery ~ -, Hasmolt
N az

s ABH ] Maean
, etc.), en el presente

estucio se ¢emostrd nue el medio ce wug
53 1z marca oe suero bovino fetal, o ls concentracidn ce éstu, con

5 o : .12
tal gue zea mayor ce 1S5 {Félix et, 3i. ~°), nc son factores que crtrr

mimge Ly nererencia y reprocuccidn ge las cflulass fetsles cultivacas -
in vitrn, s gecir, éstes crecerdn iien cuanco se co~olar los requisi

tos nutricionales bisicos, se mantercan en conciciones acecuadas €6 —

tenpeEraturn, woedsd y o, , 56 manipulen estérilmerte; poro depenvien
20 del potenclial te sotreviwencis ce las células presentes en cata ~—
auestr: co Lliquico amniotico,

Las colonias que se estatictieron en los fruscos pe cultivo estu-
viero~ constituldas por céiulas ce 2 tipos: mixto (&), epitelioice, y

fitrovisctoide, Gu morfoio: {a corrcsponcid a la oe los tipos celulaw—

a7
res oceseritos por ‘urchant : 5 Hoern et, al,

W s puegy determinar ge antomano en nué proporcifn aparecerdn -
gstos tipos celulares en las aiferentes muestras oe liguico amnidtico,

pero Darste ser nue las cdlulas de tipo mi»to predominan en la mayarf{a




de los cultives primarios mientras cue los fitroblastos constituyen la
menor parte; asunoce €stos Prontd superan en nmero a las células 08 -~

otros tipos por su velocidad de reproduccidn y su facilidad para ser -
subcul tivacos 30.

En @l presente estudio las colorias ode tipo mixto constituyeron -
el SOk, las epitelioides el 33%, y l=s ce fibrotlastos el i7% oel to—
tsl oe coloniss estatlecidas en 16 muestras os lfguico awistico (Fig,
ia). ©sto es sisilar s lo observauo por Hoern et, al.
portaron
twidin de
2.7 7

varon la

culenes re—
porcantajes ce €6.5%, 24.7%, y B.8j4 respectivamerte en un es-

2 ruestras oe liguico amnistico, y porcentajes ce :5,8%, —

2
5.2% respectivamente en un estucio ce 418 avestras ., Duser

anaricifm de colonias de tiD0 mixto en todos sus cultivos, ue
colonias epitelisices en el 31,24, , oe coionias de fitrozisstos en el
33,3%: oe suz cultivos, In nuestro estucio, en relacién al ~Umero oe

cultiveos en 105 oue se recistrd sl ~Omero oe colonias, Se estalleCioe-

ron estos tres tisos ce colonias er porcentaies ce 331, F25, ¥ 767 roa
pectivasenta.

ionias ce fitroiizstos o de tipo »istd, existe una tencercia nacia ln
positilicas ce cosecrar las cflulas para estustiar su cerictino en un -

™ENOT LiemDC nue Tu4ndD Precominan las coionies spitelioizes {Figs, 18,

(B
13, v 20}, ii7oson et, sl otservaron frualmente nue azemis oe PO

cer estuzisr el cariotipo en un me~Or tivr~Qo, se oLtiene v~ m3,0r parw
centuje ce €xitc en la ceterninncidn cel mismo cuenco ests se race en

cultives er io: —ue precorinan las células ce tipo mixto o fitroblastns,
en ve:z oe macerce en aguellos en los gque preconinan las cflules epite-

lioives,

Finslmer~te, la proparcibn de muestras de lf{quico am-iftico e las

Que s¢ DuUSc cetzrainar el cariotiso meciesrte tualguiera ce los Cos pro
cegimientos empleacos, €S adn muy Lala para consicerarse satisfactoria

(81,54 y 61,93}, Asf mismu, @l tie=w trarsurrido ertre la siemira y
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1a obtencifn de suficientes aitosis para el estucio citogenético (pro-

medio 24,7 y 31,3 dfes}, fstas cifras son s8lo cowparatles con los re

sultados obtenidos por alpnos labtoratorios sl inicisrse la técnics —
del cultivo de célules fetaies a partir ce 19¢€; actualwmente en Eata——

dos Unidos, Canend, y furopa se logran porcentajes ce &xito muy cerca-

nos al 100 en perfoces ce 2 = 2 semanas,

£n el 21.2% oe los l{=wioos smnidticos semurscos por el procedi—

miento 1, y en el 29,0% ce ios sembraoos segun el procedimiento II —

{cusdro 3), no se puoo ceterwinar el cariotipo por factores que putie-

ron ser identificacos {contamirmacién microbisna, sotrecalentamiento —

por fallas vel incub=nar, y eolcnicina inactiwe}), , cue en el futoro -

podrin ser prevenicos Dor mecioc o€ precauciones scicionales, Jueda —

mproximacdamente una cuarts parte tel total or 1{ouicos amifticos, en

los que la cause cel fraces? no nuco ser icentificaca, Estudios poste

ricres ceberfn ircicar cufl veristle {8 verietles) es la responsalle(s)

de estos fracasos, pars gue =1 ser controlsca(s] se tenca un éxito cer
cano al 1004

Ternién oeemos intentar recucir el 1%p%0 c# tiespo en-

tre lz siembtra cel llcuioo »»ifTico y su cosec a para la Oeterwinacidn
cel cariatipo.

A pamar de estos protiswas adn no resueitos, se 1ocrd practicsr -
el [iagndstico Mitopedtics Prenatal en 260 casos, on verios ce ellos

realizacidn g un arorto, que sin ticho
resultacgo ae tublese llevax a calo,

el resultedo narmel fmpizid la

in un caso ;= informacifn obteni
ca cortrituy® a preverir €l maciniento e un nife cor S{ncrome ce Cown,
Zste astucio es el primero er su tipo que se efectis en ‘¥xico, habién

oose as{ cemostraco su factizillcad y utiliocsd pars ruestro pafs.



CAPITULO VI

Conclusiones,

£l Diagndstico Prenatal representa el inicio de unz ruevs fase ¢e
la medicina, comprende diversas técnicas que ros permiten valorar slgu
Nos aspuctos relacionados con la salud cel feto, La amviscentesis qua
es 8810 una de eilas, nos permite estusiar en una etaps t2morana ce la
gestacidn la comoosicidn del l{quico swibtico, y cultivar lus célulss

procedentes cel feto con ei fin oe efectusar estucios crowsériccs y ~
bioquimicos,

4 pesar oe que este procedivients cia:r~dstico se pra:z

o

ce nace alguncs 2f0s en pafses ocearvellszoos, en Waico e5

ve: Que se internte el cultivo de células amidticas co- el

tareinar el cariotipc fetal, Au~que se locrd pruporcicner

a riesgo de terer un hijo anormai, un 2iazrdstico acertasc s

riotipo cel feto, asiivisndo en muc-0s casos su angustiz,

un caso de trisormia 21 por tranciocacidn en una favilie e~ 1

un hijo afectaco por ls misma anomalia; tanto el porcentale e £-.%0s
coOmo el tikwps v~ que 58 Puts Cetertinar ei caristipo "o fuercn comoLa
tamente sstinfactorios, Seré arors necessrio contiruar estn sr\vesﬂgu_
cidn para corocer tooss las causss e ios fracascs y as{ oncer evitar-

las,.

Atends, el establecimiento ce ura metooologfa pars el cultivo ce

las células fetales representa el prizer pasoc para poder practicar en
"xico no 5610 21 Diagndstico Prermtal ce alerraciones cromoséeicas, -
sino tamlién ce errores innatos cel metatolisvo,
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