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I.- RESUMEN

Con el objeto de estudiar las alteraciones cromosOmicas y su frecuencia en
poblacion de alto riesgo para tener un hijo con una cromosomopatia, se estudiaron
dos grupos de la poblacion mexicana, uno del Sector Salud (Grupo A) y otro de un
Hospital Privado (Grupo B). El obtener esta informacidn permiti6 calcular el riesgo
que tienen parejas de procrear un hijo afectado, en base a datos de poblacién
mexicana y no de otros paises como se hace actualmente.

Se incluyeron en este estudio pacientes que por su edad o antecedentes estaban en
riesgo de tener un hijo afectado. La obtencion del liquido amnidtico se hizo
mediante una amniocentesis, la cual se programé entre las semanas 14 a 17 del
embarazo y la realizaron gineco-obstetras en ambos grupos. Las muestras se
procesaron por triplicado con técnica de subcultivo o técnica directa. Se utilizd
medio de cultivo MEM, HAM F10 y Chang C. Se tifieron con bandas Q y/o G. Se
analizaron minimo 30 células (10 de cada frasco). Se microfotografiaron 6 metafases

y el cariotipo de tres células se hizo de acuerdo al Sistema Internacional de
Nomenclatura en Citogenética Humana.

Se estudiaron inicialmente 2,027 muestras de liquido amnidtico, 637 del grupo A y
1390 del grupo B. Las indicaciones mas frecuentes para realizar el estudio fueron:
edad materna (66.1%), angustia materna ( 11.6%), tener un hijo Sindrome de Down
(6.5 %), antecedentes familiares de Sindrome de Down ( 2.5%) y presentar un
triple/cuadruple marcador positivo (1.2%).

La amniocentesis se realizo antes de las 14 semanas en 7.2% de los casos, entre 15 y
17 semanas (68%), de las 18 a las 20 semanas (20.3%) y > 21 semanas (4.1%).

En el grupo A el resultado se obtuvo entre los 15 y los 21 dias en las primeras 467
muestras y en 12 dias en las ultimas 167 muestras. En el grupo B el resultado se
obtuvo en 15 a 16 dias en los primeros 67 estudios y en 10.5 dias en el resto de ellos.

De 2023 muestras estudiadas, obtuvo el cariotipo fetal en 1993 (98.5%), (95.8% en
el grupo A y 99.8% en el grupo B). De estos el 49.5% correspondié al sexo
femenino y el 50.5% al masculino. El cariotipo fue normal en 96.1% vy alterado en
3.9%. De las alteraciones cromosomicas identificadas 62% fueron alteraciones
numeéricas y 38% estructurales. El 73% de las alteraciones numéricas involucraron
autosomas y el 27% cromosomas sexuales. De las aberraciones estructurales el 86%
fueron balanceadas y el 14% no balanceadas. La alteracion cromosémica mas
frecuente fué la trisomia 21 seguida por la trisomia 18, con una incidencia de 28.5%

y 9% respectivamente.
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A las parejas que se les diagnostico un feto con una alteracion no balanceada se les
propuso confirmar el diagndstico prenatal. En dos casos con mosaico de
cromosomas sexuales no se confirmo el diagnostico lo que pudo deberse a que las
células alteradas se originaron de las membranas extraembrionarias 0 a que su
nimero era muy pequefio para identificarlas. En 25 casos en que se diagnostic6é una
aberracién estructural balanceada, todos excepto uno (del cual no se tuvo
informacion) nacieron normales.La frecuencia de alteraciones encontradas en el
presente trabajo (3.9%) esta dentro del rango descrito internacionalmente, que va de
2.21% a 3.9% reportado por Hsu y col. (1978), Eiben y col. (1997).

Al comparar entre si a los dos grupos en estudio, hubo diferencias en los resultados
obtenidos a causa de la seleccion de los pacientes y a los diferentes recursos
materiales y de equipo con que contaron los dos laboratorios.

Con la finalidad de obtener tablas de frecuencia de alteraciones cromosdmicas con
un valor estadistico de mayor confiabilidad se incluyeron los resultados de 939
estudios adicionales realizados durante la elaboracidon de este manuscrito, cuyas
indicaciones, semanas de gestacion y resultados son similares a los observados en
los primeros 2,027 estudios.

En la poblacién considerada de alto riesgo no todas las parejas presentan la misma
probabilidad de tener un hijo afectado, el riesgo dependi6é de la indicacion para
hacerse el estudio. Las indicaciones con el riesgo mas alto fueron: a) presentar el
feto malformaciones en el ultrasonido (36.6%), b) observar patologia del embarazo
(18.7%) y c) ser portador de una translocacidn/inversion (69%, aunque sélo el 8.3%
fueron no balanceados). Un riesgo moderado se present6 en el grupo de edad
materna (3.2%) y en parejas con un hijo previo con Sindrome de Down (4.1%). Un
riesgo bajo se observd en las indicaciones angustia materna e hijo con alguna
cromosomopatia (ejem. S. Turner, S. Klinefelter, etc). No se observo riesgo en

progenitores con mosaico de cromosomas sexuales o con antecedentes familiares de
Sindrome de Down.

Los riesgos identificados en las diferentes indicaciones son similares a los
reportados en al literatura con excepcion de un hijo previo con Sindrome de Down

lo cual podria deberse al nimero relativamente bajo de casos estudiados en el
presente trabajo.



II.- INTRODUCCION

Las estadisticas internacionales informan que aproximadamente el 5% de los recién
nacidos presentan un defecto al nacimiento, entendiéndose éste como toda alteracion
organica o funcional, notoria o latente, que se presente en el momento del
nacimiento y que impide la correcta adaptacion del individuo al medio extrauterino
en los aspectos bioldgicos, psiquicos y sociales, ocasionando la muerte o
incapacidad para desarrollarse en las mejores condiciones. Se considera que el 20%
de dichos defectos son de origen genético, de éstos el 4% son debidos a una
alteracion cromosomica, otro 20% es producido por causas ambientales,
principalmente por radiaciones, infecciones, alteracion metabolica materna, drogas y
agentes quimicos. El restante 60% tienen un origen multifactorial, es decir debido a
la combinacion de factores genéticos y ambientales (Carnevalle, 1981).

La importancia social de estos defectos aparece claramente al considerar que estos
condicionan el 20% de las muertes fetales, el 15% de las neonatales, y el 10% de las
ocurridas entre el primero y cuarto afio de vida; ademas de que aproximadamente el
50% de los abortos del primer trimestre son causados por alteraciones cromosomicas
(Boue y col, 1975). El problema se torna mas serio si se tiene en cuenta que en caso
de sobrevivir, muchos de estos defectos congénitos seran responsables de diversos

grados de invalidéz o estaran acompafiados de subnormalidad (Instituto Dexeus,
1983).

En algunos paises se han establecido programas para la deteccién oportuna de
desordenes genéticos, con la esperanza de un diagndstico temprano que permita
modificar la historia natural del padecimiento, mediante tratamiento in utero o al
nacimiento con cirugia, etc. (Hsu, 1992) Sin embargo, no existe correcciéon o un
tratamiento adecuado para un desorden cromosémico por lo que su prevencién se
basa en su deteccion oportuna (Nadler, 1969, 1972).

Actualmente, por medio de una amniocentesis transabdominal efectuada bajo
ultrasonido entre la 15 y 17 semanas de gestacion, y/o la biopsia de vellosidades
coriales entre las 9 y 11 semanas del embarazo es posible extraer células de origen
fetal que, al ser cultivadas proporcionan informacion de aproximadamente 1000
padecimientos hereditarios monogénicos y potencialmente cualquier alteracion de
los cromosomas. La deteccidon temprana de estos padecimientos proporciona la
informacidn necesaria para que las familias con riesgo de procrear hijos afectados
planeen concientemente su vida reproductiva (Milunsky, 1975, Simpson, 1980).



A pesar de los adelantos existentes en otros paises y de las ventajas que ofrece el

diagndstico citogenético prenatal, en contados centros de nuestro pais se realizan
este tipo de estudios.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la frecuencia de alteraciones
cromosomicas en poblacion de alto riesgo con la finalidad de establecer, con base en
datos nacionales el riesgo que tiene una pareja de procrear un hijo afectado.



III.- ANTECEDENTES

I11.1 Defectos Congénitos

El conocimiento de la existencia de los defectos congénitos precede a la propuesta
de las leyes de la herencia por Gregorio Mendel en 1865. Inumerables desviaciones
del desarrollo fueron advertidas en animales, plantas y el hombre en diversas partes
del mundo. En México, por ejemplo, en las culturas precolombinas, los defectos
congénitos fueron representados en inumerables figurillas de barro o de piedra,
como el acondroplasico de jade encontrado en Veracruz y que corresponde a los
afios 3,000 a 1,000 AC, o el dios Xo0lotl el cual parece ser una composicion de las
trisomias 13, 15, 18 y 21 (Guzman, T. R, 1989)

La incidencia de los defectos congénitos oscila entre 4 y 8 por ciento, la cifra mas
repetida y aceptada es la del 5 por ciento. En un estudio, que recopil6d datos de 43
paises, la incidencia fue del 0.83 al 6 por ciento, segun se tuvieran en cuenta los
datos simples que constaban en registros oficiales o que los recién nacidos fueran
estudiados al nacer y controlados durante el primer afio de vida (Dexeus y col.,
1989). En general las cifras disponibles solo hacen referencia a las malformaciones
mayores que son detectables a simple vista o al momento de la autopsia.

Una investigacion que reunid informacién de 68,159 recién nacidos vivos, reveld
que el 0.65% de ellos presentaban una cromosomopatia, esto es uno de 156 nifios
vivos, siendo la trisomia 21 la alteracion mas frecuente con una incidencia de 0.12
por ciento (1 en 833 nacidos vivos). Las aneuplodias de cromosomas sexuales le
siguieron en frecuencia, con una incidencia de 1 en 1000 varones recién nacidos
para los Sindromes de Klinefelter y XYY y de 1 en 1000 para el Sindrome XXX en
mujeres recién nacidas. Los rearreglos estructurales balanceados tuvieron una
frecuencia de 0.20, o sea de 1 en 500 recién nacidos vivos (Hsu, 1992).

En México, Mutchinick y col. publicaron en 1988 un estudio clinico de 248,934
recién nacidos vivos en el que reportan una incidencia 0.12% para Sindrome de
Down (1 en 714); 0.008% para la trisomia 18 (1 en 12,446) y 0.003% (1 en 35,562)
para trisomia 13. En esta investigacion también observaron una correlacion de la
frecuencia de Sindrome de Down con la edad materna: en el intervalo de los 35 a 36
afios el riesgo fue de 1 en 318 recién nacidos vivos, mientras que en el 43 a 44 afios
fue de 1 en 25 nacidos vivos.

Salamanca y col.,, 1978, en un estudio citogenético de 5,125 recién nacidos en un
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hospital de Gineco obstétricia donde se atienden embarazos complicados,
identificaron 34 nifios con una cromosomopatia, esto es 1 de 151, siendo el
Sindrome de Down la cromosopatia mas frecuente (1 de 427), seguido por los
Sindromes de Klinefelter (1 en 845 varones) y XYY, (1 de 1281varones). La
trisomia 18 y la monosomia X presentaron una frecuencia de 1 en 2562. Las
translocaciones robertsonianas presentaron una incidencia de 1 en 1708 recién
nacidos vivos.

De acuerdo a los datos de la Secretaria de Salubridad y Asistencia y al INEGI
(1995), las anomalias congénitas ocuparon el 12° lugar como causa de muerte en la
poblacion general y el segundo lugar como causa de mortalidad infantil.

II1.2 Diagnostico prenatal de alteraciones cromosémicas a través de
amniocentesis

La amniocentesis es una técnica quirdrgica que ha sido utilizada para una variedad
de indicaciones. Este procedimiento fue primero utilizado en Alemania en 1880 para
tratar el polihidroamion (exceso de liquido amniético). En 1930, Menees y col. (en
Elias y Simpson, 1992) la utilizaron para evaluar al feto y localizar la placenta, para
lo cual inyectaron en el saco amnidtico medio de contraste. La utilizacion de la
amniocintesis se increment6 rapidamente en los afios 50°s, para identificar fetos con
problema de Rh mediante el andlisis electroforético de las bilirrubinas del liquido
amnioético (Elias y Simpson, 1992).

La amniocentesis con el fin de detectar alteraciones genéticas se inicié a mediados
de los 50’s, cuando Serr y col. y Fuchs y Riis (1955) reportaron que la
determinacion del sexo fetal podia hacerse identificando el corpisculo de Baar en
células amnidticas. Una década mas tarde Klingler, (1965) y Steele y Breg (1966)
cultivando células amnidticas obtuvieron los primeros cariotipos fetales y un afio
mas tarde Jacobson y Barter reportaron la primera cromosomopatia en células
amnidticas, una translocaciéon balanceada (D;D), y en 1968, Valente y col. y Nadler,
1969 reportaron la deteccion in utero de un feto con Sindrome de Down, estudio que
confirmaron al interrumpirse el embarazo. En los afios siguientes, numerosos
investigadores reportaron resultados exitosos en el diagndstico prenatal de gran
variedad de desdrdenes cromosdmicos y metabdlicos. En 1970, Nadler y Gerbie
resumieron su experiencia sobre la amniocentesis genética en 142 pacientes,
demostrando la certeza de diagnéstico y el relativo bajo riesgo del procedimiento
(Elias y Simpson, 1992).
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En los primeros afios de estos estudios el interés de los investigadores estuvo
centrado en valorar la seguridad del procedimiento. Mas tarde un estudio de
colaboracion sobre 1040 amniocentesis y 992 controles realizados en 9 centros de
Estados Unidos y otro estudio similar llevado a cabo en los 13 centros de Canada
con 1223 amniocentesis y 900 controles, fueron disefiados especificamente para
obtener datos sobre la certeza, eficacia y seguridad de la amniocentesis genética
mostrando que ésta es un metddo seguro y confiable en el estudio de desordenes
genéticos (Golbus y col. 1979, Elias y Simpson, 1992).

En contraste con los estudios en Canada y en EUA, un estudio en varios centros del
Reino Unido (Working Party on Amniocentesis, 1978) en 2428 amniocentesis y
2248 controles llegd a diferentes conclusiones, indicando que hubo un incremento
en el riesgo de pérdida fetal y dificultad respiratoria inexplicable en los recién
nacidos, asi que como anomalias posturales como el pie equinovarus y dislocacion
congénita de la cadera. La discrepancia observada se debi6 probablemente a que en
los estudios Canadiense y de Estados Unidos las amniocentesis fueron realizadas
principalmente por edad materna mientras que en el grupo inglés el 40% fueron
pacientes con Defectos del Cierre del Tubo Neural, al excluir este ultimo grupo ya
no hubo diferencia estadisticamente significativa con relacion a las pérdidas fetales
(Elias y Simpson, 1992).

El estudio mas reciente sobre la seguridad de la amniocentesis es del grupo Danés
(Tabor y col. 1986), en el que se estudiaron 4606 amniocentesis y donde se reporto
un ligero incremento en las pérdidas fetales, pero no en defectos posturales y
tampoco en casos de Sindrome de estrés respiratorio.

En la actualidad se acepta que el riesgo de pérdida fetal atribuible a 1a amniocentesis
es de 0.5% o menor, el riesgo para la madre es bajo y la posibilidad de dafio al
producto es minima, siempre y cuando el procedimiento lo realicen personas
experimentadas, con equipo apropiado (ultrasonido con tiempo real y aguja guiada)
y en las condiciones adecuadas (Técnica quirurgica), (Elias y Simpson, 1992).

En una segunda etapa el interés se centr6 en identificar las anormalidades
cromosdmicas y su frecuencia sin dejar de lado los riesgos y problemas asociados
con la prueba asi como la evaluacidon de su costo-beneficio, un gran nimero de
laboratorios publicé sus experiencias en este campo: Hsu, y col., 1978, Golbus y
col., 1979; Crandal y col., 1980 y 1986; Daniel y col., 1982; Simoni y col., 1982;
Benn y col., 1985; Dacus y col., 1985; Knott y col. 1986; Katayana y col. 1986;
Grupo Canadiense 1989 y Ferguson 1990. La frecuencia de alteraciones
cromosomicas vario de 0.97% a 3.9%, la indicacion mas frecuente fue la edad
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materna, (63.9% a 89.4%) seguida por un hijo previo Sindrome de Down, de

(1.27% a 8.7%). La alteracion cromosdmica mas observada fueron la trisomia 21
(40 a 55 % de los casos).

En una tercera etapa, el interés de los investigadores fué calcular de manera mas
precisa el riesgo de una cromosomopatia por intervalos de edad materna de 35 afios
en adelante, el riesgo de recurrencia para todas las alteraciones cromosomicas, los
datos sobre mosaicismo y pseudomosaicismo (mosaicismo in vitro), valorar el
significado clinico de las aberraciones de novo, y el significado de la contaminacion
con tejido materno, para ello se hicieron grandes estudios en colaboracion que
abarcaron la experiencia de laboratorios de Estados Unidos, Canada y Europa.
Algunos de esos trabajos son: la investigacion realizada por Milunsky (1977) sobre
32,443 amiocentesis genéticas, el estudio Europeo presentado en la 3° conferencia
sobre diagnodstico prenatal de desordenes genéticos (Munich, 1978) la Reunion
Internacional sobre diagndstico prenatal realizado en Quebec Canada (1979), los
estudios colaborativos sobre diagnostico prenatal de alteraciones cromosdmicas
publicado en 1984, y la revision sobre amniocentesis genética realizada por Hsu, en
1986 y 1992 y cuyos datos se muestran a continuacién:

I11.2.A Edad Materna

Se estudiaron 52,965 pacientes de 35 afios en adelante, observandose 1200
alteraciones cromosomicas (2.6%), 613 correspondientes a fetos con Sindrome de
Down (51.1%), 121 a productos con trisomia 18 (10%), 39 presentaron trisomia 13
(3.2%) un marcador extra se observo en 31 fetos ( 2.5%). Se observaron rearreglos
autosdmicos balanceados en 94 productos (8.6%) y translocaciones robertsonianas
(13q; 14q) en 26 (2.1%). En cuanto a alteraciones de cromosomas sexuales: hubo
65 productos 47 XXX (5.4%); 87 fueron 47, XXY (7.2%); 18 con Sindrome XYY
(1.5%) y 24 con Sindrome de Turner (2%).

Para todas las trisomias autosOmicas (cromosomas 21, 18 y 13) y para los
Sindromes de 47, XXY y 47,XXX se observo que su incidencia se incrementaba
con la edad materna, en cambio para los rearreglos balanceados tanto autosomas
como de cromosomas sexuales, asi como para el Sindrome de Turner no hubo un
incremento relacionado con la edad materna.

Al valorar la frecuencia de alteraciones de acuerdo a la edad se observo que en el
grupo de 35 afios, 1.29% de los fetos presentaban una alteracion y de éstos 0.35%
eran Sindrome de Down; a los 37 afios 1.5% de las mujeres tuvieron un hijo
afectado, siendo Sindrome Down 0.68%; a los 40 afios hubo 2.36% fetos
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afectados y con Sindrome de Down 1.23%; a los 43 afios, 5.07% presentaron
cromosomopatias, de las cuales 3.24% fueron trisomia 21 y a los 46 afios tuvieron

un hijo afectado 10.34% y con trisomia 21 el 8.19%. (Ferguson-Smith and Yates
1984).

II1.2.B Hijo previo con una anormalidad cromosémica

En una investigacion realizada por Milusky 1979 y Hsu, 1992, en 4920 mujeres
embarazadas con un hijo previo con Sindrome de Down se encontré un riesgo de
recurrencia para trisomia 21 de 1.2% (61 de 4920). En un estudio Europeo con los
datos provenientes de 12 paises, el riesgo de recurrencia para una cromosomopatia
en general fue de 1.24% (Stene y col. 1984). En parejas con un hijo previo con una
cromosomopatia no heredada reportaron reincidencia de 1.42% (41 de 2890). En
1.49% de 2,353 parejas con un hijo previo con Sindrome de Down se identifico
nuevamente un producto con cromosomopatia, de los cuales 0.80% presentaron
trisomia 21 (19 de 2,323) y 0.69% otras trisomias (16 de 2,323).

Mikkelsen y Stene, 1979 observaron que la reincidencia variaba con la edad
materna: para mujeres de <34 afios fue de 1.3% (31 de 2323) y para mujeres de >35
afios de 1.8% (10/567). En mujeres menores de 30 afios de edad, el riesgo fue de 10
a 20 veces mayor al de mujeres de la misma edad pero que no habian tenido hijos
con cromosomopatia. De acuerdo a la investigacion de Mikkelsen el riesgo de
recurrencia es el mismo para parejas con un hijo previo con trisomias 21, 18 6 con
cualquier otra cromosomopatia (Stene y col, 1984).

II1.2.C Segregacion de rearreglos cromosOmicos en parejas portadoras de
translocaciones robertsonianas, translocaciones reciprocas e inversiones.

La segregacion de estos rearreglos fue reportada por Boue y Gallano, 1984 con datos
de un estudio colaborativo que incluyd 71 centros de diagndstico prenatal de
Europa. En 542 de un total de 1356 diagndsticos realizados, uno de los padres fue
portador balanceado de un translocacion robertsoniana, en 665 de una translocacion
reciproca y en 139 de una inversion. En el andlisis de las translocaciones
robertsonianas, 40% de los fetos presentaron un cariotipo normal (209), 54,4% (280)
un cariotipo balanceado y 5.4% (28) una translocacion no balanceada, en estos
ultimos casos fue la mujer la portadora del arreglo. En 27 de los 28 cariotipos
alterados el cromosoma 21 estuvo involucrado y la translocacion 14;21 fue la mas
frecuente (21/27). El riesgo de un hijo afectado es mayor si la mujer es la portadora,
particularmente si el cromosoma 21 estd involucrado (15.3% riesgo). Daniel y col.

1989 reportaron en riesgo de 14.1% si la mujer era la portadora y 4.3% si era el
13



varon.
No hubo fetos afectados cuando la translocacion involucrd solo cromosomas de
grupo D, el cariotipo fue normal en 104 de 251 casos o balanceado en 147 de 251.

En un anadlisis posterior Daniel y col. (1989) reportaron un riesgo de 1 a 2% para
estas parejas.

En el analisis de 609 translocaciones reciprocas, Boue y Gallano (1984) encontraron
71 translocaciones no balanceadas (11.6%), y aparentemente no hubo diferencia en
el porcentaje de fetos afectados si la mujer fue la portadora o fue el hombre, sin
embargo el riesgo se incrementd a 21% entre las parejas que se realizaron el
diagnoéstico prenatal por tener previamente un hijo con cariotipo no balanceado.

En un andlisis posterior realizado por Daniel y col. (1989) en 1157 casos en que
incluyeron los 609 datos de Boue y Gallano, el riesgo fue de 11.2 si la madre fue la
portadora y de 9.8% si fue el padre. Estas frecuencias cambiaron de acuerdo a si la
pareja solicitdo el estudio prenatal por tener un hijo con una translocacién no
balanceada o por presentar abortos. Con un hijo previo con crosomopatia no
balanceada el riesgo fue de 19.8% si la mujer era portadora y 22% si el varon era
el portador y cuando la indicacion para la amniocentesis fue por abortos el riesgo fue
de 4.8% sila mujer presentaba el rearreglo y 1.4% si lo presentaba el varéon.

Con relacion a las inversiones pericéntricas en 118 diagnésticos prenatales
colectados por Boue y Gallano, (1984), 7 fetos presentaron un cariotipo no
balanceado (6%), 65 un cariotipo balanceado (55%) y 46 con un cariotipo normal
(39%). El riesgo de tener un hijo afectado fue de 7.5% si la madre fue la portadora y
de 4% si fue el padre. Daniel y col. (1989), en 173 estudios prenatales encontraron
un riesgo de 3.3% y no observaron diferencias en cuanto a cual de los miembros de
la pareja era el portador.

II1.2.D Rearreglos de Novo.

La frecuencia de rearreglos de novo fue analizada por Warburton (1984) con datos
de un estudio colaborativo de laboratorios de citogenética de EUA. En 76,952
diagnoésticos prenatales, hubo 66 rearreglos balanceados (0.085%) y 5 de ellos
mostraron malformaciones (7.5%). Rearreglos no balanceados se detectaron en 10
estudios (0.012%) y en 6 de los cuales el feto presenté malformaciones (60%). En
general las frecuencias de rearreglos de novo detectadas a través de una
amniocentesis van de 0.06% a 0.09% para rearreglos balanceados y de 0.04% a
0.09% para rearreglos no balanceados. Esto significa que por cada 10,000
amniocentesis se van a encontrar 6 a 9 casos con rearreglos balanceados y 4 a 9
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casos con alteraciones no balanceadas (Hsu, 1992).

El hallazgo de un rearreglo balanceado de novo representa un gran problema de
asesoramiento en diagnostico prenatal. Esto se debe a que un gran nimero de
individuos con retraso mental presentan frecuentemente un rearreglo balanceado de
novo (8 veces mayor). Esto muestra que los rearreglos de novo aparentemente
balanceados no siempre dan fenotipos normales debido a: 1) efectos de posicion de
un gen causados por el rearreglo del material genético, 2) una mutacion en los
puntos de ruptura de cromosomas involucrados y 3) pequefias deleciones o
duplicaciones no detectadas citogeneticamente (Hsu, 1992).

En una encuesta Warburton (1991), reporté que las traslocaciones reciprocas y las
inversiones de novo representan un riesgo 6 a 10 veces mayor que las
translocaciones robertsonianas de que el feto tenga un fenotipo anormal. En las
translocaciones robertsonianas de novo el riesgo es de 5%. MacGregor y col. (1989)
reportaron que 7 de 8 fetos con diagndstico prenatal de una translocacion
balanceada de novo tuvieron un fenotipo normal al nacimiento asi como en
revisiones posteriores hasta la edad de 10 a 14 afios. En el octavo caso el feto
present6 anencefalia y el embarazo se interrumpid. Wasman y col. 1989, reportaron
13 translocaciones balanceadas de novo y en todos los casos el producto nacid
normal, en 8 hubo un seguimiento hasta los 35 afios (Hsu, 1992).

II1.2.E Problemas en diagnostico citogenético:
a) Mosaicismo y pseudomosaicismo cromosomicos

El hallazgo de células con cariotipo normal y alterado en la misma muestra de
liquido representa un dilema para distinguir entre el verdadero mosaicismo (feto con
la alteracion) y el pseudomosaicismo (feto normal, la alteracion se origina in vitro, o
en el tejido placentario). El diagndstico de mosaicismo verdadero solo se puede
hacer si la alteracion se encuentra minimo en 2 diferentes frascos analizados y se

considera un pseudomosaico cuando se observa una o varias células en sélo uno de
los frascos de cultivo.

La frecuencia de mosaicismo y pseudomosaicismo fue analizada en cuatro grandes
estudios colaborativos: Hsu (1984) con datos de 60,000 amniocentesis de 59
laboratorios de citogenética de Estados Unidos, Worton y Stern (1984) en 12,386
estudios prenatales de 12 centros de Canada, Boue y col. (1984) en 44,170 cariotipos
fetales en 43 laboratorios de 11 paises europeos y Hsu (1992) en 12,000
amniocentesis realizadas en ciudad Nueva York. Las frecuencias observadas se
muestran en el siguiente cuadro:
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Hsu, 1984 60,000 (0.25)
Worton y Stern, 1984 12,386 (0.3)

Boue y col. 1984 44,170 (0.1)
Hsu, 1992 12,000 (0.2)

b) Contaminacion con tejido materno

La contaminaciéon del liquido amnidtico con células maternas es una fuente
potencial de error en diagndstico prenatal. De acuerdo con los datos colectados en
tres grandes series hubo contaminacion materna en 367 casos de 149,323
amniocentesis (0.157%), Benn y col. (1989), Worton y Stern, (1984), Boue y col.
(1984) y Hsu (1992). Entre laboratorios existe una considerable variabilidad de
contaminacion que va del 0 al 0.543 por ciento. En fetos con cariotipo XX no se
puede identificar si hubo o0 no contaminacion con tejido materno, a menos que se
haga estudio de polimorfismos a todas esas muestras, por lo que se estima que la
incidencia sea el doble de la reportada. En fetos con una mezcla de células
46,XX/46XY, por lo general el diagndstico prenatal es de un feto masculino y en la
mayoria de estos casos el diagndstico es correcto.

III.3 Aspectos éticos y legales del diagndéstico prenatal de alteraciones
cromosémicas

La finalidad del diagnoéstico prenatal es brindar a los padres con alto riesgo la
oportunidad de tener hijos no afectados en forma selectiva. Este avance tecnoldgico
ha desencadenado problemas morales y éticos ante la ley (Guizar 1994).

Los problemas éticos son particulares a cada sociedad, sin embargo algunos puntos
son comunes a todas ellas: 1) los recursos cientificos y médicos con que cuente cada
pais, b) tradicion cultural del papel de la mujer en la sociedad, c) leyes sobre el
aborto, d) influencia de grupos religiosos y €) el tipo de sistema de salud.

El aborto selectivo fue el mayor problema con que se toparon los primeros
investigadores en este campo, algunas personas contemplan el diagndstico prenatal
como un procedimiento que forzosamente termina en la interrupcion del embarazo,
lo cual es un error, ya que en la mayoria se diagnosticard un feto normal y s6lo en
menos de 4% se recurrira a un aborto selectivo, porcentaje mucho menor cuando se
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compara al realizado por causas socioeconOmicas, fallas en la contracepcion o
razones personales (Cantu 1975, Fletcher and Wetz, 1992). Por el contrario, el
diagnostico prenatal se ha convertido para un nimero amplio de parejas en un
metddo para otorgar la vida y no para quitarla pues la certeza de que el feto es
normal evita que interrumpan el embarazo ante el temor de que venga afectado.

La prevencion de alteraciones cromosdmicas no sélo depende de la legislacion sino
también de otros factores como la falta de accesibilidad a servicios de genética con
laboratorios de estudios prenatales.

La medicina actual, y en particular la genética humana, procura ofrecer a las
mujeres condiciones biopsicosociales para el desarrollo de cada ser humano. En este
sentido los pacientes con problemas genéticos o cromosdmicos deben recibir
atencion médica. El nacimiento de nifios con tales problemas tiene graves
repercuciones psicologicas, sociales y econdmicas para la familia y la comunidad ya
que los recursos con que esta cuenta no son ilimitados. El cuestionamiento entonces
es: ;resulta preferible para la familia y la sociedad, destinar recursos para la atencion
médica, quirurgica y de rehabilitacion de estos pacientes?, o establecer programas
para su prevencion ;Es €tico que los escasos recursos de salud se dediquen a la
atenciéon de nifios con graves malformaciones y retardo mental, que por la
cronicidad de su condicidén ocupan por tiempo prolongado las camas hospitalarias,
con menoscabo de la atencion de nifios sin estos impedimentos fisicos e
intelectuales?. Desde el punto de vista econdmico ;Qué resulta méas ventajoso para
la sociedad, prevenir la aparicién de estos transtornos o su tratamiento? como ha
sido discutido ampliamente por Milunsky (1976), el analisis costo-beneficio

favorece ampliamente la implementacion de las técnicas de diagndstico prenatal
(Salamanca, 1993).

Las recomendaciones de la comunidad internacional al respecto son:

e Distribucién equitativa de los servicios de genética incluyendo el diagndstico
prenatal con prioridad para quienes realmente lo necesitan sin importar si
puede o no pagar por €l.

e Apoyo y proteccion a la decision de los padres, ya sea que decidan tener el
hijo afectado o abortarlo.

e Informar a los pacientes y a su familia los hallazgos mas relevantes del estudio
prenatal.
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e Proporcionar asesoramiento genético no directivo, con excepcion de pacientes
incapacitados en los que el problema genético pueda afectar a terceros.

e Confidencialidad de los hallazgos, excepto cuando el dafio genético sea serio y

la pareja se niegue a discutirlo con sus familiares que pueden resultar
afectados.

o El diagndstico prenatal debe hacerse solo para conocer la salud del feto y no
para seleccion de sexo, excepto en casos de enfermedades ligadas al X donde
no se puedan realizar pruebas de ADN.

o El diagnostico prenatal debe ser voluntario.

II1.4 Situacion del diagnéstico prenatal en México

Con respecto a la prevencion de defectos congénitos en general y en particular de
cromosomopatias, es evidente que la situacion en México es semejante a la que
existia hace mas de 25 afios en los paises europeos, Estados Unidos y Canada en los
cuales existe desde hace tiempo un plan nacional de diagndstico prenatal que fija
prioridades, establece normas y satisface necesidades (Crawford, 1983). En nuestro
pais no se dispone de un programa similar, solo se tienen tres centros del sector
salud y 7 a nivel privado que cuentan con la tecnologia para detectar prenatalmente
alteraciones cromosOmicas y que funcionan de manera independiente.

III.5 Hipotesis

Dado el origen de la poblacion mexicana la cual presenta una carga genética

particular se espera que la frecuencia de cromosomopatias difiera de la de otras
poblaciones.

II1.6 Objetivo General

Detectar alteraciones cromosdmicas en poblacion de alto riesgo, asi como establecer
estadisticas sobre su frecuencia.

III.7 Objetivos Particulares

III.7.A Contribuir a la detecciéon temprana de alteraciones cromosdmicas en
productos de gestacion.

IIL.7.B Establecer la frecuencia de alteraciones cromosomicas en la poblacion

mexicana de alto riesgo, en relacion a:
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a) Frecuencia de aberraciones cromosomicas estructurales de “novo” y sus
repercusion fenotipica.

b) Incidencia de productos afectados en portadores de translocaciones balanceadas.

¢) Reincidencia de aberraciones cromosOmicas en parejas con hijos anteriores con
cromosopatias.

d) Riesgo de tener un hijo afectado en parejas con antecedentes familiares con
cromosopatias.

e) Frecuencia de mosaicos y pseudomosaicos celulares y su repercusion diagnoéstica.
f) Efecto de la edad materna sobre la no disyuncion.

g) Frecuencia de la contaminacion de la muestra con tejido materno y sus
implicaciones.

I11.8 Justificacion

Las aberraciones cromosOmicas ocurren con una frecuencia de 0.6% en los recién
nacidos vivos y dos terceras partes de esas aberraciones estin asociadas con una
incapacidad importante, sin embargo y a pesar de lo severo del problema, no se
vislumbra en el futuro inmediato la posibilidad de terapia génica u otras formas de
tratamiento, tampoco la de una prevencion primaria, ya que esto implicaria conocer
las causas de la no disyuncidn asi como el origen de las aberraciones estructurales,
por lo que la unica forma de reducir su incidencia, es identificando a tiempo el
cariotipo fetal en aquellos embarazos de alto riesgo, ya que el diagnéstico temprano
es un prerequisito para un adecuado manejo, tanto de las aberraciones tratables,
como de aquellas que no lo son, el lograr establecer la metodologia para su
diagnostico contribuird al desarrollo de nuevas estrategias en nuestro pais para el
tratamiento y la prevencién de alteraciones genéticas. Por otro lado en México no
existen estadisticas sobre la frecuencia de cromosopatias en poblacién mexicana de
alto riesgo, por lo que el célculo de posibilidades de tener un hijo afectado se basa
en estadisticas de poblaciones americanas y europeas, siendo estas portadoras de una
carga génica diferente a la nuestra. Obtener esta informacidon permitird elaborar
tablas de frecuencia de alteraciones cromosdémicas en poblacion mexicana de alto
riesgo con las cuales se podra proporcionar a estas parejas un calculo de éste en base
a estos datos y no de una poblacién extranjera como se hace hasta la fecha.
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111.9 Beneficios

IT1.9.A Obtener informacion de la frecuencia de crosomopatias en poblacidon
mexicana de alto riesgo.

I11.9.B Brindar asesoramiento genético a estas parejas basado en datos de poblacion
mexicana.

I11.9.C Establecer un programa oportuno de deteccion de alteraciones
cromosOmicas en una poblacion mexicana de alto riesgo.

IV.- MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron pacientes con riesgo de tener un hijo con cromosopatia y que fueron
referidos al laboratorio de Genética del C.M.N. 20 de Noviembre del ISSSTE
(Grupo A) y al Laboratorio de Genética de la Unidad de Reproduccion y Genética
A.G.N. del Hospital Angeles (Grupo B).

Cuando fue posible, previo a la obtencién de la muestra de liquido amniético
(Amniocentesis) se entrevisto a las parejas, solicitandoles informacion acerca de los
antecedentes personales y de sus familias sobre enfermedades hereditarias, pérdidas
reproductivas e hijos previos con malformaciones, asi como las complicaciones del
embarazo en estudio, como por ejemplo amenaza de aborto, enfermedades en la
paciente y exposicion a agentes mutagenos y teratdgenos.

También se les informé sobre las ventajas, limitaciones y riesgos de la

amniocentesis y del estudio citogenética y firmaron una hoja de consentimiento
donde aceptaron dichas observaciones.

La amniocentesis se program6 de acuerdo a la ultima fecha de menstruacion entre
las semanas 14 a 17 de la gestacion.

La amniocentesis fue realizada por un gineco-obstetra, utilizando en el grupo A un
equipo Phyllis de 1983 a 1991 y posteriormente con un equipo Toshiba y en el
grupo B un equipo ATL Ultramark.

El dia de la amniocentesis se practico a los pacientes un estudio ultrasonogréfico por
una gineco-obstetra ultrasonografista en el grupo A y por una radidloga
ultrasonografista en el grupo B, para determinar la semana exacta de la gestacion,
cantidad de liquido del saco amnioético, localizaciéon de la placenta y bisqueda de
patologia fetal y del embarazo. Si la semana de gestacion, cantidad del liquido y la
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localizacion de la placenta lo permitieron se realiz6 la amnicentesis, con técnica
aséptica, en caso negativo, €sta se reprogramo una a dos semanas mas tarde.

En el grupo A se utilizaron agujas metalicas reesterilizadas del numero 22 en las
primeras muestras y aguja desechable del 22 marca Whitacre de Becton Dickinson,
en las ultimas muestras. En el grupo B (AGN) las muestras fueron tomadas con guia
ultrasonografica utilizando agujas desechables del niimero 22 marca Spinocan.

En ambos grupos los 3 primeros mililitros se eliminaron y con jeringa deshechable
(marca Plastipak) se obtuvieron 30 ml en los primeros estudios y de 10 a 20 ml en
los mas recientes. A las pacientes con menos de 15 semanas de gestacion se les
extrajo un mililitro por cada semana gestacional. Una vez realizada la amniocentesis
se dejo en reposo a la paciente durante minimo 3 horas en el grupo A y 30 minutos
en el B. Posteriormente se enviaron a casa con indicaciones de reposo relativo 2 dias
e ingesta abundante de liquidos.

IV.1 Métodos de Cultivo

Cuando la cantidad y calidad de las muestras lo permitieron se procesaron 3
diferentes frascos de cultivo utilizando uno de los siguientes métodos:

Método A.- Se utiliz6 técnica de subcultivo, frascos de cristal de 50 ml y medio de
cultivo MEM (Minima esencial medium Gibco) suplementando con 20% de suero
fetal de ternera (SFF) (marca Biocel). El control del pH se hizo sin incubadora de
CO: gaseando manualmente con CO: cada frasco de cultivo. La tinciéon fue con
Giemsa y Bandas Q.

Meétodo B.- Se utilizé técnica de subcultivo, frascos de cristal o frascos desechables
de 50 ml, medio de cultivo MEM 6 Ham F10 con 20 SFT y el control de pH se hizo

con incubadora de CO: al 5% (marca Presition y Heradeus). La tincién fue con
Giemsa y Bandas G.

Método C.- La técnica de cultivo fue directa, se utilizd medio MEM con 20% de
Suero fetal de ternera, se emplearon frascos de cristal y el control del pH se hizo
con incubadora de CO: al 5%. La tincion fué con Giemsa y Bandas G.

Método D.- Se empled técnica de cultivo directa, medio de cultivo Chang, frascos

desechables de 50 ml, y control automatico de pH con incubadora de CO: al 5%. La
tincion fue con Giemsa y Bandas G.

Método E.- Se utiliz6 la técnica de cultivo directa, medio de cultivo Chang/HAM
F10 proporcion 1:1 (Chang marca Irving, Ham F10 marca Gibco) y frascos
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desechables de 50 ml (marca Falcon) El control de pH se hizo con dos incubadoras

de CO: al 5%. La tincion fué con Giemsa y Bandas G. En las muestras recientes
solo se utiliz6 bandas G.

En el grupo B todo el proceso de cultivo se realizé en un cuarto de cultivo adaptado
exprofeso para ello con aire acondicionado y filtrado, con 99.9% de pureza,
temperatura controlada a 22° C con equipo funcionando y sistema eléctrico
conectado a la planta de emergencia del hospital. En el grupo A solo en las ultimas
muestras se tuvieron estas condiciones.

IV.2 Cosecha

Vari6 de acuerdo al método de cultivo utilizado, y se realiz6 entre los 9 a los 15
dias de iniciado el estudio.

- Se elaboraron 6 a 7 laminillas de cada frasco de cultivo haciendo un total de 18 a
21 laminillas por caso.

IV.3 Tincion y bandeo cromosomico
El dia de la cosecha se tifid una laminilla de cada frasco con Giemsa.

El resto de las laminillas se “afiejaron” a 60°C en una estufa bacteriologica por 24
horas, posteriormente se hicieron las bandas Q y/o G.

IV.4 Analisis al microscopio

De las laminillas tenidas con Giemsa se analizaron 5 células de cada frasco. En cada
célula se contd el nimero de cromosomas y se identifico el grupo al que pertenecian.
Con bandas Q y/o G se valoraron minimo 5 metafases de cada frasco, anotando el

numero de cromosomas de cada célula y se identificaron individualmente cada uno
de ellos siguiendo su patron de bandeo.

Se microfotografiaron 6 a 8 metafases de cada caso (minimo 2 de cada frasco de
cultivo) utilizando una pelicula blanco y negro (Technical pan de Kodak). El
microscopio utilizado en el Grupo A fue un fotomicroscopio de epifluorescencia
marca Zeiss del modelo FOMI III. En el grupo B el microscopio fue un modelo 7
K, marca Zeiss con epifluorescencia y una cadmara Olympus adaptada.
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IV.5 Elaboracion del cariotipo

Se seleccionaron las 5 mejores microfotografias, se amplificaron y el cariotipo se
elabord en 3 de ellas. La interpretacion se hizo de acuerdo al Sistema Internacional
de Nomenclatura en Citogenética Humana 1985 y 1995.

IV.6 Estudio de Polimorfismos

En las muestras de liquido amnidtico hematicas con un resultado de cariotipo 46,XX
se solicitd sangre a la pareja haciéndoles un cultivo de linfocitos de acuerdo a la
técnica modificada del Moorhead. Con bandas Q se identificaron los polimorfismos
(variantes) de los cromosomas 1, 9, 13, 14, 15, 16, 21 y 22, se compararon los

polimorfismos presentes en las cé€lulas amnidticas con los identificados en las
células de los progenitores.

IV.7 Informacion del resultado

El resultado del estudio fue reportado al médico o a la paciente via telefonica el dia
del analisis al microscopio y el reporte escrito se les entregd 2 dias después.

IV.8 Confirmacion de resultados alterados

Con el objeto de confirmar el diagndstico citogenético, en los casos en los que el
resultado mostré un cariotipo con una alteracion no balanceada se solicitdé una
muestra de vellosidades coriales o bien piel del producto en las parejas que
decidieron no continuar con el embarazo, o sangre venosa al nacimiento del bebég.

IV.9 Confirmacion de resultados normales

Cuando el resultado fue normal, la confirmacion del diagnéstico se hizo
directamente con el médico que solicito el estudio o via telefénica con la paciente.

IV.10 Analisis estadistico

Para comparar ambas poblaciones se utilizaron los siguientes métodos estadisticos:

IV.10.A Analisis de datos de frecuencia:

a)Prueba de ji2 con correccion de Yates corregida y Mantel- Haenzel y
b)Razon de momios

IV.10.B Anadlisis de varianza de 1 y 2 factores
IV.10.C Prueba de homogeneidad de Bartlett

IV.10.D Prueba de Kruskal-Wallis (analisis de varianza no paramétrico)
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V RESULTADOS

De mayo de 1983 a enero de 1999 se estudiaron 2,027 muestras de liquido
amni6tico: 637 del grupo A (ISSSTE) y 1390 del grupo B (AGN) (tabla I). En el
grupo B, 496 muestras fueron de pacientes de la Unidad (35.7%), 321 de pacientes
referidas para realizar la amniocentesis por médicos de la unidad (23.1%) y en 573
casos el médico de la paciente tomo la muestra (41.2%).

V.1 Indicaciones para el Estudio Citogénetico

Las indicaciones para realizar el cariotipo fetal en general y por cada grupo se
muestran en la tabla 1. En la tabla II se presentan el nimero y la semana a la que se
tomaron las muestras de ambos grupos:

TABLA I INDICACION PARA REALIZAR UNA AMNIOCENTESIS

EN 202'!r CASOS
R R, ' [ TOTAL
_ n =i637(%) o n=1390(%) | (W)
Edad materna
(<19 >35) 385 (604) 956 (68.7) 1341 (66.1)
Angustia materna
(<34 afios) 15 (2.4) 221 (15.9) 236 (11.6)
Hijo previo con Sindrome de Down 9 (14.1) 41 (2.9 131 (6.5)
Hijo con cromosomopatia (excepto
Sindrome de Down) 19 (2.9) 22 (1.6) 41 (2.0
Portador de translocacion 6 inversiéon 13 (2.0) 7 (0.5 20 (1.0)
Progenitor con mosaico celular 8 (1.3) 5 (04 13 (0.6)
Antecedentes familiares de Sindrome
S 19 (2.9) 32 (23) 51 (2.5
Triple marcador positivo 1 (0.2) 23 (1.7 24 (1.2)
AFP £ < 0.4 M.O.M. 3 (0.5) 9 (0.6) 12 (0.6)
APP7A > 2.5 M.O.M. 0 (0.0) 7 (0.5 7 (0.3)
Determinacion del sexo 3 (0.5) 3 (02 6 (0.3)
Feto malformado x US 4 (0.6) 14  (1.0) 18 (0.9)
Ultrasonido Alterado 4 (0.6) 3 (0.2 7 (0.3)
Otros 73 (114 48 (3.5 121 (5.9)
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TABLA II SEMANA DE GESTACION EN LAS QUE SE REALIZO LA

_ AMNIOCENTESIS EN 2027 PAREJAS

< 14 20 (3.0) 126 (9.0) 146 (7.2)
15 72 (11.3) 305 (21.9) 377 (18.6)
16 206 (32.3) 398 (28.6) 604 (29.8)
17 132 (20.7) 266 (19.1) 398 (19.6)
18 103 (16.1) 129 (9.3) 232 (11.4)
19 47 (13) 66 (4.7) 113 (5.6)
20 22 (34) 5 (3.2) 67 (3.3)
21 16 (2.5 9 (0.6) 25 (1.2)
22 3 (0.5 16 (1.1) 19 (0.9)
23 4 (0.6) 10 (0.7) 14_(0.7)
24 4 (0.6) 7 (0.5) 11_(0.5)
25> 34 8 (12 13 (0.9) 21 (1.0)

V.2 Método utilizado para realizar los cultivos celulares

A lo largo de esta investigacion se utilizaron 5 métodos diferentes. En el grupo A se
emplearon 4 de ellos y en el grupo B s6lo 3. Las caracteristicas de cada método, asi
como el nimero de muestras procesadas con cada uno se muestran en la tabla III.

TABLA III METODOS UTILIZADOS PARA REALIZAR LOS

CULTIVOS CELULARES

METODO

"GRUPOA _

A) Técnica de Subcultivo
Medio MEM 20% SFT
Control de CO2 manual
Frasco cristal
Tincion homogénea y bandas Q

170

170

B) Técnica de Subcultivo
Medio MEM/*HAM con 20 % SFT
Frasco cristal /*Desechable

Homogénea, Bandas G.

Control automatico del CO2 Tinciéon

48

63*

111

C) Técnica Directa
Medio MEM+20% SET
Frasco Cristal
Control automético del CO2
Tincion homogénea y Bandas G

249

249

D) Técnica Directa
Medio de cultivo Chang
Frasco desechable
Control automatico del CO2
Tincion homogénea, Banda G

843

843

E) Técnica Directa
Medio de Chang/Ham (1;1)
Frasco desechable
Control automatico del CO2
Bandas G

167

482

649
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V.3 Numero de frascos empleados para procesar los cultivos:

En el Grupo A se emplearon: 1 frasco en 29 muestras (5.8%); 2 frascos, en 141

(28.1%); 3 frascos en 325 (64.9%) y 4 frascos 6(1.2%). La media fue 2.6 + 0.6
frascos, y la mediana de 3 frascos.

En el Grupo B se utilizaron: 1 frasco en 5 casos (0.4%); 2 frascos en 70 (5.4%); 3
frascos en 1222 liquidos (94.1%), 4 frascos en 1 caso (0.1%) y 6 frascos en otro caso
(0.1%). La media fue de 2.94 + 0.3 frascos y la mediana de 3 frascos.

V.4 Repeticion de amniocentesis
Se repitieron 20 amniocentesis 11 en el grupo del A (2%) y 9 en el grupo B (0.6%).

Grupo A: Las causas por los que se realizé una segunda amniocéntesis en el grupo
A fueron: Falla del crecimiento en 6 muestras, 3 por problemas de pH del medio de
cultivo y 3 por suero citotoxico; 4 por ser muestras hematicas con cariotipo 46,XX y
donde el estudio de polimorfismos no fue informativo. En un segundo estudio el
cariotipo fue nuevamente 46,XX en los cuatro casos. El onceavo caso para descartar
un mosaico cromosomico, el segundo estudio mostrd un cariotipo normal. En el
grupo B: Se repitid la amniocentesis en 3 casos debido a que el crecimiento celular
no fue suficiente para terminar el estudio, otros 3 para descartar un mosaico celular,
el cual se confirm6 en un caso y en los otros dos el cariotipo fué normal. Los casos 7
y 8 fueron muestras hematicas con cariotipo 46,XX y el estudio de polimorfismos
no fue informativo, en el segundo estudio se obtuvo nuevamente un cariotipo 46,
XX y en el noveno caso, la mala calidad de las metafases no permiti6 descartar
aberraciones estructurales en la primera muestra.

V.5 Resultados del cariotipo fetal

El cariotipo fetal se obtuvo en 1993 muestras (98.5%), 610 del grupo A (95.8%) y
1383 del grupo B (99.8 %). Por fallas en los cultivos celulares no se obtuvieron 30
resultados y las causas fueron: Problemas del pH en 15 casos (cuando no se contaba
con incubadoras de COz); suero citotoxico que destruyo 11 cultivos, 2 por problemas
técnicos de la incubadora y 2 fallas inexplicables, en una de ellas se repiti6 el
estudio y nuevamente no hubo desarrollo de los cultivos. En el grupo B se
eliminaron 4 muestras, 2 por estar el liquido totalmente hematico y las otras 2 que
fueron enviadas del interior del pais, llegaron contaminadas con bacterias.
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El cariotipo fue normal en 1916 casos (96.1%), 948 sexo femenino (49.5%) y 968
del masculino (50.5%). Los resultados y su distribucidn por grupo se presentan en la
tabla I'V.

TABLA IV RESULTADOS OBSERVADOS
EN 2023 ESTUDIOS CITOGENETICOS

CON RESULTADO 610 (95.8) 1383 (99.8) 1993 (98.5)
NORMAL 582 (95.5) 1334 (96.5) 1916 (96.1)
46,XX 285 (48.9) 663 (49.7) 948 (49.5)
46,XY 297 (51.1) 671 (50.3) 968 (50.5)
ALTERADO 28 (4.5) 49 (35 77 (3.9)
No balanceado 17 (2.8) 35 (2.5) 52 (2.6)
Balanceado 11 (L7 14 (1.0 25 (1.2)
SIN RESULTADO 27 (42) 3 (0.2 30 (L.5)

Las alteraciones cromosomicas identificadas, asi como la indicacién para realizar el
estudio, edad de la madre, semana de gestacion (SG) a la que se realizd la
amniocentesis y antecedentes heredo familiares se muestran en la tabla V para las 52
cromosomopatias no balanceladas y en la tabla VI para las 25 alteraciones
estructurales balanceadas.
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TABLA V CARIOTIPO OBSERVADO EN 52 ABERRACIONES CROMOSOMICAS NO

BALANCEADAS EN 1993 ESTUDIOS CITOGENETICOS
Todicacion = ] SomCEL | = ; : e

Edad materna 17.5 46,XX/47,XX,+21 75% Interrupcién.Confirmado en piel fetal

Edad materna 18 47,XX,+21

Edad materna 16 47,XXX Llegé a término

Edad materna 21 47,XX,+21

Edad materna 41 22 47,XX,+21

Edad materna 43 15 47,XX,+21 Interrupcién del embarazo

Edad materna 38 15.5 47,XY,+21 Interrupcién.Confirmado en piel fetal

Edad materna 42 16.2 46,XX,der(13;13),+13 nove Inter. conf. en piel fetal. Cariotipo normal en los padres

Edad materna 39 16 47,XX,+21 Llegé a término

Edad materna 39 16.3y17.5 | 46, XX/47,XX,+20 12% Nacié con fenotipo normal

Edad materna 40 15 47,XY,+21

Edad materna 42 15 47.XXY

Edad materna 43 14 47,XY,+21

Edad materna 35 28 47,XY,+21 Retraso de crecimiento intrauterino

Edad materna 40 16.2 47,XY,+21

Edad materna 42 17 47,XX,+21

Edad materna 36 16 47,XX,+18

Edad materna 39 17 47,XY,+21 Interrupcioén del embarazo

Edad materna 42 18 47,XY,+18 Interrupcion.Confirmado en piel fetal

Edad materna 45 13 47,XX,+18 Interrupcién.Confirmado en piel fetal

Edad materna 39 18 47,XY,+21 Interrupcién.Confirmado en sangre y piel fetal

Edad materna 40 19 47,XY,+18 Interrupcién.Confirmado en sangre y piel fetal

Edad materna 39 17.5 47,XYY Confirmado al nacer

Edad materna 40 29 47,XY,+21 Confirmado al nacer

Edad materna 40 17 47,XX+21 Interrupcién del embarazo

Edad materna 40 21 47,XY,+21 Aborto Espontineo

Edad materna 36 16.5 47,XX+21

Edad materna 36 47,XYY Llegé a término

Edad materna 38 16 47,XYY Llegd a término

Edad materna 43 17 47,XY.+18

Edad materna 43 19.3 47,XY.+18 Quiste nucal. Interrupcién.Confirmado en sangre y piel
fetal

Edad materna 40 153y 17 47,XYY Llegé a término

Edad materna - 41 19 46,XX/47,XX,+i(12p) Interrumpcion del embarazo. Clinicamente Sindrome
Pallister. Hijo Previo 47,XXY

Angustia 26 14.3 47.XXY Padre 46, XY/47,XXY. Embarazo con semen de donador.
Lleg6 a término

Angustia materna 34 16 45,X Cariotipo en sangre 45,X/47, XXX

Hijo previo S. Down 16 45,X/46,XX (30%) Nacié normal, cariotipo en sangre 46,XX

Hijo previo S. Down 34 24 47,XY,+21

Hijo previo S. Down 30 15.5 47,XX,+mar. Heredado Madre portadora del marcador

2 hijos previos con 20 17y23 47,XY,+21 Interrupcién.Confirmado en sangre y piel fetal

Sindrome Down

Hijo previo S. Down 34 18 46,XY/47,XYY(15%) Confirmado al nacer

Madre t(7;11) 33 16 46,XX,der(7),t(7;11) Interrupcion.Confirmado en piel fetal

AFP-SM<0.4 MOM 33 17.5 47,XY,+18 Interrupcion.Confirmado en piel fetal

Triple marcador 41 19 47,XY,+21 Aborto espontineo

Positivo (1:16)

U.S. Anormal 28 19.4 45,X Interrupcién.Confirmado en piel fetal

U.S. Anormal 29 31 47,XY,+18 Malf. por US. Interrupcién.Confirmado en piel fetal

U.S. Anormal 25 16 69, XXY Aborto espontineo. Malformaciones

U.S. Anormal 34 17 47,XY,+18 Higroma quistico

U.S. Anormal 24 21 45X Higroma quistito, Hidrops fetales. Interrupciéon

U.S. Anormal 34 47,XX,+18 Polihidramios, cardiopatia. Interrupcién

U.S. Anormal 28 15 47,XY,+21 Higroma quistico, Interrupcién

U.S. Anormal 26 17 45X Higroma quistico. Interrupcién.Confirmado en Piel fetal

U.S. Anormal 28 19 46,XX.der(3)t(3:7) Oligohidamnios severo, Malformaciones.Padre portador de

(p25;p13)pat Ia tramnslocacién 3;7. Hijo 46, XY
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TABLA VI CARIOTIPO OBSERVADO EN 25 ABERRACIONES ESTRUCTURALES

BALANCEADA

S IDENTIFICADAS EN 1993 EST

T

O O

1

A T R f g S g T P B gk ; &rg T R A i
Edad materna 39 46,XY,inv(2)(p11;q13) dre con la inv(2). Siguiente
embarazo fue un feto con la inv(2) y
trisonomia 18 Historia de abortos en la
familia.
Edad materna 37 16 45,XY,der(13;14)novo Fenotipo normal al nacimiento
Edad materna 39 16 | 45,XY,der(13;14)pat Padre con t(13;14). Dos abortos previos
en la pareja.
Edad materna 37 18 | 46,XY,inv(20)mat. Embarazo gemelar. Madre portadora
46,XY,inv(20)mat. de la inversion. Ambos con fenotipo
normal al nacimiento
Edad materna 36 12 45,XX, der(13;14)novo Fenotipo normal al nacimiento
Edad materna 42 154 | 46,XX,t(1;13) (p34.1;q21.2)pat Padre portador
Edad materna 41 17,2 | 46,XX,t(2;14)novo Mama mosaico 46,XX/47,XX,+21
Angustia materna 31 16 46,XX,t(9;12)(q24;q22) Hijo de otra pareja con deficiencia
mental mental.
Angustia materna 29 15 | 46,XX/46,XX,t(6;18)(q21;q1.1) novo En 2 de 3 frascos se observé la
alteracion
Angustia materna 34 16 | 46,XY,t(1;2)novo Varoén normal, 13 aiios de edad
Hijo con S. Down 29 13,18 | 45,XX,der(14;21)mat Hijo con S.Down que fallecié. Madre
portadora
Hijo previo S. Down 28 16 | 46,X,inv(Y)pat Fenotipo normal al nacimiento.
Padre portador de la inversion
Hijo previo con 33 16 45,XX,der(13;14) Hijo previo malformado, clinicamente
malformaciones (heredada ?) con trisomia 13
Hijo previo con 29 46;XY,1(8;14)(p23;q24)pat Padre portador de t(8;14). Hijo con
malformaciones trisomia parcial 14q
Madre con t(4;12) 32 15 46,XX,t(4;12) Fenotipo normal al nacimiento
(q12;p13.3)mat
Madre portadora de 33 15 | 46,XX,(4;12)(q12;p13.3)mat Fenotipo normal al nacimiento
t(4;12)
Madre t(19;20) 29 46,XX,t(19;20)mat Pareja con aborto habitual
Madre portadora 33 16 | 45,XX,der(13,14)mat Fenotipo normal al nacimiento
der(13;14)
Madre portadora t 27 16 45;XX,der(15;21)mat Hijo Sindrome de Down.
(15;21)
Padre portador de 34 16,4 | 46,XX,t(3;14)pat. Fenotipo normal al nacimiento
t(3;14)
Padre portador de 27 45;XY,t(14;21)pat Fenotipo normal al nacimiento
t(14;21)
Padre portador de 29 45,XY,der(13;14)pat Fenotipo normal al nacimiento
der(13;14)
Padre portador de 25 15,5 | 45,XX,der(14;15)pat Fenotipo normal al nacimiento
der(14;15)
Madre 46,XX,inv(2) 29 15 | 46,XY,inv(2)(p11;q13)mat. Hijo previo Sindrome de Down
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V.6 Alteraciones cromosomicas identificadas en 1993 caritotipos fetales.

De los 1993 fetos con cariotipo, 77 presentaron una alteraciéon cromosomica (3.9%),
de las cuales 48 fueron alteraciones numéricas, (62%) y 29 aberraciones
estructurales (38%). De las alteraciones numéricas 35 involucraron cromosomas
autosomicos (73%) y 13 cromosomas sexuales (27%) y de las aberraciones
estructurales 25 fueron balanceadas (86%) y 4 no balanceadas (14%) (Tabla VII).

Alteraciones Numéricas: Las alteraciones numeéricas identificadas en cromosomas
autosomicos fueron 22 fetos con Sindrome de Down por trisomia libre, 12 varones y
10 mujeres una de ellas con mosaico cromosomico; 10 presentaron trisomias 18, 6
hombres y 4 mujeres; 1 producto masculino triploide (69,XXY), un producto
femenino con trisomia 20 por mosaico (46,XX/47,XX,+20 12%), cariotipo que se
confirmé en una segunda amniocentesis y un feto femenino, con un cromosoma
marcador(47,XX, + mar) que al estudiarlo con bandas Q resulté ser un cromosoma
bisatelitado. El cariotipo a la pareja mostré que el marcador lo hered6 de la madre.

Las alteraciones identificadas en cromosomas sexuales fueron: 5 fetos con Sindrome
de Turner (45, X) uno de ellos por mosaico; 5 productos con Sindrome XYY, uno de

ellos por mosaico (46,XY/47,XYY); 2 con Sindrome de Klinefelter y un producto
femenino XXX.

Alteraciones Estructurales: De las 25 alteraciones cromosomicas balanceadas
(86%), 9 fueron translocaciones robertosonianas (36%), 5 mujeres y 4 varones, 7
fueron heredados 2 de novo; 11 fueron translocaciones reciprocas (44%), 7 mujeres
y 2 varones, heredadas 5, de novo 3 y sin informacion 2, las 5 restantes fueron

inversiones pericéntricas, todos los fetos fueron del sexo masculino y todas las
inversiones heredadas.

De las 4 alteraciones estructurales no balanceadas (14%), 3 fueron derivadas de
translocaciones que dieron origen a: un producto femenino con trisomia 13 por
translocacion 13;13 de novo ya que el cariotipo a los padres fue normal; un feto
femenino con trisomia parcial 3 derivado de una translocacion paterna 3;7; y un feto
femenino con delecion de un cromosoma 7 derivado de una translocacion 7;11
materna. El cuarto caso fue un producto femenino con un isocromosoma de brazos
cortos del cromosoma 12 por mosaico que did origen a un feto con tetrasomia de

brazos cortos de un cromosoma 12, esta pareja se hizo la amniocentesis por tener un
hijo previo Klinefelter.
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TABLA Vil ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS
____EN 1993 CARIOTIPOS FETALES

"A- AUTOSOMAS 35

Sindrome de Down 22
Trisomia 18 10
Triploidia 1
Trisomia 20 por mosaico 1
47, XX,tmar 1
B.- CROMOSOMAS SEXUALES 13
Sindrome de Turner (Uno por mosaico) 5
47,XYY (uno por mosaico) 5
Sindrome de Klinefelter 2
47, XXX 1

o O TPTIE i gy T e e
2:.?’. 3 S LEAS

A.- TRANSLOCACIONES
Balanceadas
Robertsonianas

- Heredadas 7, de novo 2
Reciprocas 11
- Heredadas 6, de novo 3,2 sin informacion
No Balanceadas 4
- 2 heredadas

- Todas del sexo femenino
INVERSIONES PERICENTRICAS 5
- Todas heredadas _
- Todos del sexo masculino

V.7 Alteraciones cromosomicas y su frecuencia vs indicacion para el estudio
prenatal.

Edad Materna

Con esta indicacion se estudiaron 1341 pacientes (66%), 9 de 15 a 19 afios de edad
y 1332 de 35 afios en adelante. En 1320 estudios se obtuvo el cariotipo fetal, el cual
fue normal en 1279 casos (96.8%) 639 mujeres y 640 varones. Los 41 cariotipos

alterados (3.2%), asi como la edad en la que se identificaron se muestran en la tabla
VIII.
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TABLA VIII ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS EN 1320

O DE EDAD MATERNA

e S i D

T0) o 0.0)
35 137 47.XY,+21 0 1 0.72)

36 147 |[45,XX, der(13;14) novo (1) [47,XX,+18 3) 4 (2.72)
47.XX,+21
47 XXY
37 198 |45,XY,der(13;14)novo 3) (-) 3 (1.5)
46,XY,inv(20)mat
46,XY,inv(20)mat
38 195 47, XY,+21 (2) 2 (1.02)
47 XYY
39 199 |[46,XY,inv(2)mat (2) |47, XXX (6) 8 (4.0)
45,XY,der(13;14)pat 47 XX, +21
46,XX/47,XX,+20
47 XY +21
47.XY+21
47 XYY
40 154 (0) |47,XX,+21 (7 7 4.5)
47,XY+21
47, XY+21
47,XY+18
47 XY+21
47, XX+21
47 XY+21
41 123 | 46,XX,1(2;14)novo (1) | 46,XX/47,XX,+21 3) 4 (3.25)
47 XX, +21
46,XX/47, XX, +1(12p)
42 86 | 46,XX,t(1;13)mat (1) [47,XX,+21 (5) 6 (6.9)
46,XX,der(13;13)+13
41.XYY
47 XX, +21
47,XY+18
43 42 (0) | 47, XX,+21 (5) 5 (11.9)
47XY,+21
47,XY+18
47,XY+18
41 XYY

44 24

45 14 47 XX+18 D) 1 (7.14)

4649 | 8 (0) () (0.0)
TOTAL | 1320 ®) G| a1 G2)
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Angustia Materna

Angustia materna es la indicacidén que incluye mujeres menores de 35 afios que no
tienen antecedentes de hijos afectados. Esta indicacidon se incluye con base a que
toda pareja sin importar su edad o antecedentes esta en riesgo de tener un hijo
afectado. La ansiedad que genera este temor y el riesgo de una demanda en caso
procrear un hijo afectado han sido los motivos para incluir esta indicacién en el
grupo de alto riesgo. Se estudiaron 236 pacientes por esta indicacion (11.6%)
presentando un cariotipo normal 231 fetos (98%); 103 mujeres y 128 varones. De
los 5 cariotipos alterados (2%), 3 fueron translocaciones reciprocas, y dos
alteraciones de cromosomas sexuales (45,X y 47,XXY).Tabla IX.

TABLAIX ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN EL GRUPO

DE ANGUSTIA MATERNA _
Cariotipo Normal 13 218 231 (98%)
Cariotipo Alterado B 3 5 (2%)
45X 46,XX,t(9;12)novo?
' 46,XX/46,XX,t(6;18)
46,XY t(1;2)novo 47.XXY

Hijo previo con Sindrome de Down

Con esta indicacion se estudiaron 131 parejas (6.5%) que tuvieron un hijo previo
con Sindrome de Down por trisomia libre, de 123 resultados obtenidos 117 fueron

normales 63 mujeres y 54 varones (95%) los 6 restantes (5%) presentaron un
cariotipo alterado el cual se muestra en la tabla X

TABLAX ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS EN PAREJAS
CON UN HIJO PREVIO SINDROME DE DOWN

i e AT e e :-'---'3."-.-.: P i EA T EHE
Cariotipo Normal 79 38 117 (95%)

Cariotipo Alterado 3 3 6(5%)
47,XY,+21* 47,XY,+21*
46,XY/47,XYY 45,X/46,XX,(70%)
46,X,inv(Y)pat 47,XX,+mar**

*2 hijos anteriores con Sindrome de Down
** Heredado de la madre
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Hijo previo con cromosomopatia

Se estudiaron 40 parejas (2%) con un hijo previo con alguna de las siguientes
cromosomopatias: Sindrome de Turner, trisomias 8, 13, 18, hijo Sindrome Cri-du-
chat y deleciéon de brazos cortos de un cromosoma 18. Presentaron un cariotipo
normal 39 fetos,(97.5%), 22 fueron mujeres y 17 varones, y un feto con cariotipo
alterado (2.5%) se identificé en una pareja que se realizd la amniocentesis por tener
el antecedente de un hijo con malformaciones compatibles con trisomia 13, el cual
fallecio. El feto en estudio presenté una translocacion robertsoniana balanceada

[(45,XX,der(13;14)(q10;q10)]. A la pareja se le recomendd que se hicieran el
cariotipo, pero no se lo practicaron.

Portador de translocacion o Inversion

Con esta indicacion hubo 20 casos (1%), 18 de las amniocentesis se hicieron por ser
uno de los progenitores portador de una translocacion balanceada y 2 por ser
portadores de una inversion pericéntrica. De las translocaciones, 10 pacientes fueron
portadores de translocaciones reciprocas, (7 mujeres y 3 varones) y 8 de
translocaciones robertsonianas (4 mujeres y 4 varones). Con respecto a las

inversiones una fue portada por una mujer (inversion del par 2) y otra por un hombre
(inversion del par 7).

En este grupo, el cariotipo fue normal en 6 casos 3 hombres y 3 mujeres (30%). En
13 fetos la translocacion o inversion fue balanceada (65%), 9 mujeres y 3 varones y
s6lo en una pareja se identificé un feto con una delecion de brazo corto de un
cromosoma del par 7 (5%), la cual fue el resultado de una translocacién no
balanceada 7;11 que portaba la madre. La descripcion de los rearreglos balanceados

en los progenitores, sus antecedentes, asi como el cariotipo de los fetos se muestran
en la tabla XI.
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TABLA XI RESULTADO DEL CARIOTIPO FETAL EN 20 PAREJAS PORTADORAS DE

TRANSLOCACION O INVERSION

46, XX, 1(7;11) 33 16/18 46,XX.der(7),4(7;11)mat Se interrumpid

46,XX,t(4;12) 32 15 46,XX,t(4;12)(q12;p13.3)mat

46,XX,1(8;15) 32 14,3 46,XX

46,XX,t(4;12) 33 15 46,XX,t(4;12)(q12;p13.3)mat

45,XX,der(14;21) 29 18,5 45,XX,der(14,21) mat Dos hijos con Sindrome
Down, uno fallecio

46,XX,t(9;10) 27 18 46,XY Translocacién familiar, hija
con trisomia parcial 9

46,XX,t(14;15) 34 16 46,XX Hijo con trisomia parcial 15q.
Dos abortos

46,XX,1(19;20) 29 16 46,XX,t(19;20) mat 3 abortos, un hijo portador
balanceado de la translocacion

45,XX ,der(14;21) 27 16 45,XY,t(14,21) mat Hijo Sindrome Down

45,XX,der(13;14) 27 16 45 XX, der(13;14) mat

(q10910)

45, XX, der(15;21) 27 16 45,XX,der(15;21)mat Hijo Sindrome Down

46,XY,t(3;14) 34 16,4 46,XX,t(3;14)(q27;p25)pat

45,XY,der(14;21) 34 18 46,XX Hermana Sindrome Down

46,XY,1(8;14) 29 18 46,XY,1(8;14) pat Hijo con trisomia parcial 14q

45,XY,t(5;14) 27 16 46,XY Translocacion familiar

45,XY,1(13;14) 29 15 45,XY,1(13;14) mat Hijo intersexo y translocacion
balanceada

45, XY der(14;15) 25 15.5 45,XX, der(14;15) pat

45,XY ,der(13;14) 30 16.2 46,XY Abortos

46,XX,inv(2) 29 15 46.XY,inv(2)(pl1,q13) mat Hijo previo Sindrome Down

46,XY,inv(7) 31 15 46, XY

Progenitor con un mosaico celular

Se estudid el feto de 13 pacientes con esta indicacion. En 12 parejas uno de los
progenitores presentd el mosaico, 8§ mujeres y 4 hombres, y en una pareja ambos
fueron portadores de un mosaico. El cariotipo del progenitor con el mosaico
cromosOomico y el del feto se muestran en la tabla XII. A las 13 parejas se les
diagndstico un feto con cariotipo normal, 9 varones y 4 mujeres.
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TABLA XII RESULTADO DEL CARIOTIPO FETAL EN 13 PAREJAS EN DONDE UN
PROGENITOR PRESENTO UN MOSAICO CELULAR

_ ad
i B raia s SAn i AL el Jfr I [ i
1 [46,XX/47,XXX (6%) 41 16
2 146, XX/47 XXX (5%) 31 18 46, XY
2 |46, XX/47 XXX (2%) 27 16 46, XY
4 146, XX/47 XXX [49XXXXX 35 14.3 46,XX
5 |45,X/46,XX 27 16 46, XY
6 |45,X/46,XX 32 19 46, XY
7 |45,X/46,XX 25 18 46,XX
46,XY/47, XYY
8 |45X/46,XX/47 XXX 30 15 46, XX
9 146, XX/47,XX+21 32 16 46,XY
10 [46,XY/47 XXY 29 17.2 46,XX
11 |46, XY/47T XYY 32 17 46, XY
12 |46, XY/47 XYY 33 18 46, XY
13 |46 XY/47 XYY/AT XY 421 3 13 46.XY

Antecedentes familiares de Sindrome de Down

Con esta indicacion se estudiaron a 51 parejas que tuvieron un familiar con
Sindrome de Down del que no conocian el cariotipo. En todos los casos se
diagnostico un feto normal.

Triple marcador positivo

La prueba se considerd positiva cuando el riesgo para tener un hijo con Sindrome de
Down fué de 1 en 270, que es el riesgo para una mujer de 35 afios al término del
embarazo. Se estudiaron 25 pacientes con un triple marcador positivo, en 24 la edad
fue menor de 34 afios, y en una, la edad fue de 41 afios, la cual fue incluida en el
grupo de edad materna. En las 24 pacientes menores de 34 afios se diagnostico un
feto normal, 17 mujeres y 7 varones y en la paciente de 41 afios con un riesgo para
Sindrome de Down de 1:16, se diagnosticé una nifia con trisomia 21.

Alfafetoproteinas en suero materno alteradas (AFP)

Se consideré un valor normal de las AFP cuando los multiplos de la mediana
(MOM) se encuentran entre 0.4 y 2.5. En 12 pacientes el valor de las AFP fue menor
de 0.4 MOM y en 7 mayor de 2.5 MOM. En 18 de las parejas se identificé un feto
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normal, 8 mujeres y 10 varones y en una pareja con unas AFP en suero materno
<0.4 M.O.M se diagnoéstico un feto con trisomia 18.

Determinacion de sexo

Se estudiaron 6 pacientes con esta indicacion, en 5 por ser ellas portadoras del gen
de la Distrofia Muscular Duchenne (DMD) y un caso por ser portadora de hemofilia.
Cuatro varones y una mujer con cariotipo normal fueron identificadas en las parejas
en riesgo de DMD. Se realizo el estudio molecular por PCR en uno de los varones,

el cual result6 afectado. A la paciente portadora de hemofilia se le diagnostic6 una
nifia con cariotipo normal.

Alteraciones cromosomicas observadas en parejas con un ultrasonido
alterado.

Se estudiaron 25 pacientes con esta indicacion, 18 por presentar el feto una o mas
malformaciones y 7 por presentar patologia del embarazo como oligohidramnion
(poco liquido amnidtico) o polihidramnion (aumento de liquido amnidtico).

Feto con Malformaciones

En 15 de los 18 fetos con malformaciones se obtuvo el cariotipo y con una
alteracion se identificaron 8 de ellos (46.6%). Las alteraciones observadas fueron: 2
trisomias 18, un sindrome de Down, un producto triploide y 3 Sindromes de Turner.
En el octavo caso la solicitud del estudio fue por presentar el feto un quiste nucal,
pero se incluyé en el grupo de edad materna por presentar la madre 43 afios, el
cariotipo en este caso fue el de un producto masculino con trisomia 18. Tabla XIII

Patologia del embarazo

En 2 de 7 casos con patologia del embarazo (28%), uno con polihidramnion y otro
con oligohidramnion severo, se observé un cariotipo alterado: un feto present6 una
trisomia 18 y otro una trisomia parcial del cromosoma 7. En este 1ltimo caso el

cariotipo de los progenitores reveld que el padre era portador balanceado de la
translocacion 3;7. (tabla XIII)
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TABLA XIII ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS EN 21 PAREJAS
CON UN ULTRASONIDO ALTERADO

28 19.3 | Malformaciones 45X

29 31 Malformaciones 47,XX,+18

25 16.2 | Malformaciones 69, XXY

34 17 Higroma quistico, muerte fetal 47,XY,+18

24 21 Higroma quistico, Hidrops fetales 45X

28 15 Higroma quistico 47,XX,+21

26 17 Higroma quistico 45X

28 19 Oligohidramnion severo,malformaciones fetales | 46,XX,der(3) t(3;7) (p25;p13)pat
34 Polihidramnion, Cardiopatia 47,.XX,+18

Alteraciones de Novo

Se identificaron 5 alteraciones de novo (0.25%), 2 en el Grupo A y 3 en el grupo B.
La indicacidn para realizar los estudios fue la edad materna en 3 casos y angustia
materna en 2 casos. Se identificaron 4 translocaciones balanceadas (una por
mosaico) y una no balanceada, en este caso el embarazo se interrumpié y el
diagnostico se confirmo en piel fetal. La indicacion, el cariotipo del feto asi como el
fenotipo del producto se muestran en la TABLA XIV.

TABLA XIV TRANSLOCACIONES DE “novo” IDENTIFICADAS
EN 1993 CARIOTIPOS FETALES

Indicacion

Edad materis, | 1 46XX,t(2;14) | Fenotipo normal
Edad materna 36 12 45,XY ,der(13;14) Fenotipo normal
Edad materna 42 16 46,XX,der(13;13),+13 Interrup.Confir. en piel fetal
Angustia materna 34 16 46,XY,t(1;2) Fenotipo normal
Angustia materna 29 15 46,XX/46,XX, t(6,18) Sin informacion
Otros

En la indicacion “otros” se incluyeron pacientes menores de 35 afios con alguno de
los siguientes problemas: hijo previo con malformaciones, pérdidas reproductivas
(abortos, muertes fetales) medicamentos o exposicion a radiaciones durante el
embarazo, hijo previo con algin Sindrome génico, y uso de drogas por uno de los
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conyuges. Los 121 casos con una de las indicaciones anteriores, tuvieron un
cariotipo normal.

Complicaciones en el Diagnostico
Mosaicos Celulares

En 1993 estudios se diagnosticaron 6 fetos con un mosaico cromosémico (0.3%). En
3 parejas donde la indicacidn del estudio fue el antecedente de un hijo previo con
cromosomopatia (2 por Sindrome de Down y una con un Klinefelter), en una pareja
se encontré un producto masculino con un mosaico XYY con 15% de las células
estudiadas, el mosaico se confirmé al nacimiento en sangre periférica, el fenotipo
del recién nacido fue normal, en el otro caso se diagnosticé un producto femenino
con un mosaico de Sindrome de Turner, con 30% de las celulas alteradas, la recién
nacida presentd fenotipo normal y el cariotipo en sangre también fué normal, y en el
tercer caso se diagnosticé un feto masculino con un isocromosoma extra de brazos
cortos de un cromosoma 12, en 39% de las células valoradas (51:131) que di6 lugar
a un producto con tetrasomia 12p, el embarazo se interrumpié y el feto presentd
malformaciones compatibles con el Sindrome de Pallister. En los casos 4 y 5 la
amniocentesis se realizé por edad materna, en un caso la paciente de 39 afios logro
su embarazo mediante GIFT (transferencia embrion a trompas) diagnosticaindole un
producto femenino con Sindrome de Down en donde 75% de las células analizadas
presentaron la trisomia, el embarazo se interrumpid y el mosaico se confirmo en piel
fetal. En el quinto caso se diagnosticd un producto femenino con trisomia 20 en el
12% de las células estudiadas, la amniocentesis se repitié y nuevamente se observo
el mosaico. Al nacimiento el fenotipo de la recién nacida fue normal. Datos
posteriores no se tienen pues la paciente cambi6 de médico. El sexto caso se realiz6
por angustia, el diagnéstico de un producto femenino con una t(6;8) se hizo en 2 de
3 frascos analizados en donde 15 células de 83 valoradas presentaron la

translocacion (18%). En este caso no se tiene informacion del desenlace del
embarazo. Tabla XV
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TABLA XV MOSAICOS CROMOSOMICOS IDENTIFICADOS
EN 1993 CARIOTIPOS FETALES

RO 1L 2 DML g sy AT R AR O RS
Edad materna Se confirmé en una segunda amniocentesis.
Nacié con fenotipo normal
Edad materna 41 17 | 46,XX/47,XX+21 (75%) Se confirmo en piel fetal.
Fenotipo Down
Hijo previo Sindrome 34 18 | 46,XY/47,XYY (15%) Se confirmé al nacer con un cariotipo en
Down sangre. Fenotipo Normal
Hijo previo Sindrome 16 |45X/46, XX  (30%) Naci6 con fenotipo normal, cariotipo en sangre
Down 46,XX
Hijo previo 47, XXY 41 19 146,XX/47,XX,i (12p)(pl0) Se interrumpi6 el embarazo. Malformaciones
compatibles con el Sindrome de Pallister
Angustia 29 15 |46,XX/46,XX, 1(6;8%)[18%)] | Sin informacion del nacimiento
Pseudomosaicos

Se identificaron 18 casos en los 1993 estudios realizados (0.8%), 7 en el grupo A y
11 en el grupo B. En todos los casos se encontraron mas de 2 células con la
alteracién en 1 de 3 frascos analizados. Las alteraciones observadas fueron
principalmente trisomia 18 (8 casos), trisomia 10 en 2 casos y las siguientes
alteraciones se presentaron en un caso: trisomia X, un isocromosoma de brazos
largos de un X, translocaciones: t(8;9), t(2;12), t(1;14), t(2;13), deleciéon de brazos
cortos de un cromosoma 1 y de un cromosoma 5 e inversion pericéntrica de un
cromosoma 20. En todos los casos el producto nacié normal. Tabla XVI

Contaminacion con tejido materno

En cuatro casos, 2 con un liquido amniético claro y 2 con un liquido hematico, se
observaron células masculinas y femeninas (0.2%). En 3 de esos casos
predominaron las células 46,XY. En los cuatro casos se diagnostico el cariotipo
como masculino, lo cual se confirmé al nacimiento. (Tabla XVI)

TABLA XVI PROBLEMAS DE DIAGNOSTICO
EN 1993 CARIOTIPOS FETALES
MOSAICOS CELULARES 6 (0.3%)

PSEUDOMOSAICOS 18 (0.8%)

CONTAMINACION CON TEJIDO MATERNO 4 (0.2%)
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V.8 Tiempo de obtencion del resultado

El tiempo requerido para obtener el resultado en ambos grupos, estuvo en funcioén

del método utilizado y de las caracteristicas de la muestra enviada. Los datos se
presentan en la Tabla XVII.

TABLA XVII TIEMPO DE OBTENCION DEL RESULTADO EN FUNCION

DEL METODO Y CALIDAD DE LA MUESTRA

s

GRUPO A
A 20.6+4.9 20.7+4.7 20.244.6 18.9+4.0 1840 26.5+0.7
B 17.312.9 17.243 17.8+2.9 16.1+1.9 18423 15.3+2.0
C 15.242.6 14.742.4 16.5+3.5 14.6:2.4 15.6:2.7 15.9+3.4
E 12419 12+1.9 12.9+1.9 11.842.0 12418 123119

GRUPO B
B 15.742.6 15.7+2.8 15.541.3 157+ 14 |[15.7+14 15.742.8
D 10.741.5 10.6+1.3 11.5£2.0 11.0+ 1.6 |10.7£16 10.5+1.4
E 10.5+1.4 103 +1 12.742.8 108+ 16 [10.5+1.6 10.240.9
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Adendum

Con la finalidad de obtener la frecuencia de alteraciones cromosémicas, segin la
indicacién para realizar el estudio prenatal, con un valor estadistico de mayor
confiabilidad, se incluyeron los resultados de 939 estudios adicionales realizados
durante la elaboracion de este manuscrito y que se presentan en las tablas XVIII,
XIX y XX. En la tabla XVIII se muestran las indicaciones para realizar los estudios
asi como el numero de cariotipos fetales alterados, de acuerdo a cada indicacion y en
las tablas XIX y XX se presentan los cariotipos fetales alterados, asi como la semana
de gestacion, indicacidon, edad de la paciente, la resolucion del embarazo y
antecedentes familiares en caso de haberlos.

TABLA XVIII INDICACION Y ALTERACIONES CROMOSOMICAS

OB 9 AMNIOCENTESIS .

Tndi e 0B | Total | Alteraciones |
Edad 648 | 24
Angustia 3 89 92 -
Hijo previo S. de Down 13 8 21 -
Hijo con crosomopatia 3 6 9 "
Portador de translocacion 2 4 6 5
6 inversion
Progenitor mosaico 3 1 4 - (0)
Antecedentes familiares de 2 12 14 - 0)
Sindrome de Down
Tripe/Cuadruple marcador 2 51 53 1 (1.9)
positivo
AFP ¢ <04M.OM. - 5 5 1 (20.0)
AFP 2 >04M.0.M. - 3 3 - 0)
Feto Malformado por US 5 10 15 4 (26.6)
Ultrasonido Alterado 6 4 10 1 (10)
Otros 20 39 59 2 (3.4)

M.0.M= Muiiltiplos de la mediana
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TABLA XIX ABERRACIONES CROMOSOMICAS NO BALANCEADAS OBSERVADAS

_EN 939 ESTUDIOS CITOGENETICOS (n=32

Edad Matema 42 16.4 [47,XY,+21 Se interrumpid

Edad Materna 40 16.2 |47, XY, +21 Se interrumpio

Edad Materna 44 16.0 |47,XY,+21 Se interrumpid

Edad Materna 38 15.0 |47,XY,+21 Se interrumpid

Edad Materna 42 17.0 [47,XX,+21 Se interrumpid

Edad Materna 39 16.6 |47XX,+21 Triple marcador positivo. Se interrumpid

Edad Materna 39 16.0 |47,XX,+21

Edad Materna 41 16.0 [47,XY,+21

Edad Matema 39 16.0 [47,XY,+21

Edad Matema 46 15.0 |[47,XY,+21 Se interrumpid

Edad Matema 40 18.6 |47.XY,+21 Triple marcador positivo. Se interrumpio

Edad Materna 42 20.6 |47, XY, +21 Lleg6 a término

Edad Materna 41 | 16.0 |47, XX, +21 Se interrumpid

Edad Matema 44 16.0 | 46,XX/47,XX, 1(15) (16%) Confirmacién con FISH. Se interrumpid

Edad Materna 43 19.0 |46,XX,add(13q) Feto con malformaciones (Quiste nucal
Hidrotorax). Se interrumpi6

Edad Materna 41 26.0 |46,XX,der(13;13),+13/47,XX,der(13;13),+ |Marcador bisatelitado. Se interrumpio

13+mar

Edad Materna 42 16.6 |47 XX, +mar Marcador bisatelitado. Se interrumpio

Edad Materna 38 16.0 45X

Edad Materna 38 20.6 [47.XXY Llegé a termino

Edad Materna 41 20.0 |46,X,del (Y)(ql2)pat Papa portador. Llegé a término

Edad Materna 40 16.0 |46,X,del (Y)(ql2) Lleg6 a termino

Edad Materna 36 14.6 |46,X,del (Y)(q12) Llegd a termino

Edad Materna 42 16.0 |46,X,del (Y)(q12) Embrarazo en evolucién. Un aborto
espontaneo con trisomia 16

Portadora de 32 15 | 46,XX,der(13)t(13,16)(q12,q22)mat Se interrumpio

1(13,16)

Triple marcador 32 21 |69, XXX Feto con Malformaciones. Se interrumpio

positivo para t(18)

AFP bajas 31 20 | 47XY,+21 Lleg6 a término

Feto Malf. x US 27 20 [45X Se obitd. Pérdida espontanea

Feto Malf. x US 29 18 45X Higroma Quistico. Aborto esponténeo

Feto Malf. x US 28 13 |45,X(66%)/46,X,1(X0Y) (33%) Se interrumpid

Feto Malf. x US 33 25 [47,XY,+18

Ultrasonido 34 23 45X Oligohidroamnion

alterado

Otros 28 15 [46,X de(Y)(ql2) Hijo previo con prob. Sind. D’ George.
FISH para Sind. D'George fue Normal
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TABLA XX ABERRACIONES CROMOSOMICAS BALANCEADAS
OBSERVADAS EN 939 AMNIOCENTESIS (n = 6)

[ Edad] Sem | I

Edad Materna 41 11)mat

Madre portadora de 41 16.5 |45,XY,der(13,14)(q10;q10)mat S.LN

rob(13;14)

Madre portadora de 32 17.5 |45,XX,der(13;14)(q10;q10)mat S.IN

rob(13;14)

Padre portador de 35 17.5 |46,XX,t(15;14)pat S.ILN

t(5;14)

Padre portador de 31 15 46,XX,inv(2)pat Hijo previo con inversiéon no
inv(2) balanceada

Otros. Hijos con 33 16 46,XX,t(9;21)mat Madre con t (9;21)
malformaciones

S.I.N= Sin informacién al nacimiento

VI.- DISCUSION

La mayoria de las alteraciones cromosomicas que presenta el feto ocurren en parejas
cromosOmicamente normales, estas alteraciones se originan como eventos “de novo”
principalmente durante la gametogénesis. Se estima que de 18 a 19% de los ovocitos
y 3 a 4% de los espermatozoides son aneuploides, por lo que no es sorprendente que
1 de cada 13 concepciones presenten alguna alteracion cromosémica (Milunsky
1992). Estudios mas recientes, realizados con técnicas moleculares como FISH
(hibridizacion "in situ" con fluorescencia) en embriones producidos en programas de
fertilizacion “in vitro”, muestran que 20% de éstos presentan un cariotipo alterado.
La gran mayoria de estos embriones, principalmente aquellos con monosomias, se
pierden muy temprano en el embarazo, apareciendo incluso como retrasos de la
menstruacion y otros como las trisomias y triploidias son abortados en el primer
trimestre (50 al 60%). Debido a esta gran cantidad de pérdidas embrionarias y
fetales, so6lo el 0.65% de los recién nacidos vivos presentan alguna alteracion

cromosomica, que en la mitad de los casos es causa de un defecto congénito grave y
del 5% de la mortalidad perinatal.

Las alteraciones cromdsomicas presentes en el recién nacido tienen implicaciones

tanto médicas como econdmicas y sociales, no so6lo para la familia, sino para la

sociedad en general, por lo que paises como Canada, Estados Unidos, Israel,

Australia y la Comunidad Europea han establecido programas preventivos mediante

el diagndstico prenatal in utero lo mas precoz posible y en donde la demanda por

estos estudios fue incrementdndose principalmente por dos factores: mayor
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conocimiento de la poblacion general sobre los estudios y a que las mujeres
profesionistas retrasan su maternidad después de los 30 afios. Por otro lado los
cambios sociales producidos en los ultimos afios, originaron que un buen nimero de
parejas por razones econdmicas, culturales y de formas de vida han decidido tener

menos hijos y en etapas mas tardias de su vida, por lo que han adoptado las medidas
necesarias para lograr este fin (Hsu, 1992).

Diferentes estudios muestran que las amniocentesis se realizan con mayor frecuencia
en mujeres que viven en grandes ciudades, son profesionistas, con mayor ingreso
familiar y son atendidas por gineco-obstetras jovenes (Naber, 1987). Modell y col.
estimaron que en Estados Unidos en 1987, 25% de las mujeres mayores de 35 afios
. tuvieron una amniocentesis. En el estado de Nueva York la utilizacion fue de 45.8%
en 1986 (Hsu, 1992). En un estudio publicado por Corwell en 1994, muestra que en
25 regiones de 13 paises europeos (Bélgica, Croacia, Dinamarca, Francia, Alemania,
Grecia, Suiza, Reino Unido, Irlanda, Italia, Luxemburgo, Malta y Holanda) hubo un
incremento en la utilizacion del diagnostico citogenético prenatal llegando a un 10%
en el norte de Italia y a 88% en Suiza. En Israel, Shohat y col. (1995) reportaron que
el 67% de las mujeres > 37 afios se practicaron un estudio prenatal. En México no
hay datos al respecto, de los pocos estudios reportados se infiere que un bajo indice
de la poblacién hace uso de estos servicios. Cerrillo y col. en 1986, Violante y col.

1989, Grether y col., 1991 y Méndez y Col., 1994 en conjunto han reportado
alrededor de 1,300 estudios.

En México, la frecuencia de alteraciones cromosomicas en el recién nacido vivo es
de 1 en 151 (Salamanca y Col., 1978) y en abortos del primer trimestre del 50 al
60%, (Cerrillo y Col., 1995), frecuencias muy similares a las reportadas en otros
paises. Por otro lado, también se estan produciendo cambios reproductivos
estimulados por campafias gubernamentales encaminados a disminuir el nimero de

hijos, por lo que ahora las parejas tienen menos hijos y muchas mujeres ya retrasan
su maternidad.

Establecer la metodologia y un programa para hacer diagndstico prenatal en parejas
de alto riesgo fue una necesidad ya que sélo un nimero reducido tenia acceso a él,
pues habia que viajar al extranjero para poder hacerse dichos estudios.

Por el reducido nimero de estudios realizados y de publicaciones en nuestro pais, el
asesoramiento genético sobre el riesgo de un hijo afectado, se ha basado en datos
obtenidos en el extranjero. En el presente estudio se muestra el resultado de
alrededor de 3,000 amniocentesis, que generaron datos que podran utilizarse para
estimar el riesgo de una pareja particular en nuestro pais.
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En los dos grupos estudiados del presente trabajo, se siguieron los lineamientos
internacionales con respecto a : a) seleccion de la poblacion estudiada, b) etapa de la
gestacion para realizar el estudio, y c¢) en la adaptacion de las técnicas que
permitieron obtener resultados en los tiempos establecidos para este tipo de estudios.

En paises en los que existe una politica nacional sobre diagnéstico citogenético
prenatal son generalmente cinco las indicaciones aceptadas para hacer el estudio: 1)
edad materna, 2) tener un hijo previo con una alteraciéon cromosdémica, 3) que uno de
los padres sea portador de un rearreglo balanceado, 4) que la mujer sea portadora de
una enfermedad ligada al X y no haya diagndstico molecular del gen afectado y e)
cuando por un ultrasonido, el feto presente malformaciones o se observe patologia
del embarazo como por ejemplo oligohidroamnios (poca cantidad de liquido
amniotico), Corwell, 1994. Otras indicaciones aceptadas solo por algunos grupos
son: angustia materna, marcadores bioquimicos alterados (Triple y cuadruple

marcador), y exposicion a teratogenos. En ambos grupos de este estudio se siguieron
dichos lineamientos.

La indicacidon mas frecuente para estudiar el cariotipo fetal en nuestra poblacion fue
la edad de la mujer (en la mayoria de los estudios, la edad materna avanzada se
consideré cuando la mujer tenia 35 afios o mas al término de embarazo) 66%
seguida por la angustia materna (11.6%) y en tercer lugar el haber tenido un hijo con
Sindrome de Down (6.5%) En todos los reportes de la literatura, la edad materna fue
la principal indicacion para solicitar estos estudios, con una demanda de 61% a
94.5% (Hsu y col., 1978, Golbus y col., 1979, Benn y col., 1985, Crane y col., 1988,
Dick y col., 1996, Eiben y col., 1997). El tener un hijo con Sindrome de Down o
alguna otra cromosomopatia fue la segunda indicacion en paises europeos (Cornel y
col. 1994), con una frecuencia de utilizacion del 9% al 16%. Para otros grupos la
segunda indicacion fue angustia materna haciéndose por esta causa del 5% al 20%
de los estudios (Daniel y col. 1998, Eiben y col., 1997).

La amniocentesis o toma de la muestra de liquido amnidtico es una etapa muy
importante del estudio prenatal, su realizacidon requiere de personal entrenado y
equipo adecuado, esto para evitar que por el procedimiento se pierda el embarazo.
En ambos grupos las muestras fueron obtenidas por ginecélogos experimentados. En
el grupo A se perdieron 4 embarazos en la primera semana posterior a la puncion
(0.6%), en el grupo B, en 817 amniocentesis realizadas por médicos del grupo hubo
3 pérdidas, dos el dia de la puncién (en uno de los embarazos el producto era
triploide), y la tercera se perdid a la semana de realizado el procedimiento. Con
excepciones, los productos triploides se abortan espontdneamente en el primer

trimestre del embarazo, por lo que esta pérdida no se debi6 a la puncidn la cual se
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realizé a la semana 16 de la gestacion, asi en grupo B se tuvo un 0.36% de pérdidas
debidas al procedimiento. En promedio de ambos grupos el porcentaje de pérdidas
fue de 0.45% el cual estd dentro de los lineamientos internacionales que sefialan
alrededor de 0.5% (Elias S. and Simpson LJ, 1992). En las dos semanas posteriores
a la puncién Hanson y col., (1987) reportaron un 0.4% de pérdidas, Grether y col.,
(1991) un 0.57% y Eiben y col., (1997) un 0.86%.

El realizar la amniocentesis en las semanas 15 a 17 de la gestacidn se debe a que los
resultados deben estar disponibles antes de las 20 semanas, pues en paises donde la
interrupcion de la gestacion es legal, la ley establece que un aborto se considera
cuando el producto tiene 20 semanas de gestacion o 500 grs de peso.

Tomando en cuenta que en ocasiones es necesario repetir la amniocentesis (porque
no se haya obtenido liquido durante la puncion, por discrepancia en los resultados
del cariotipo, etc) es necesario que se realice en ese periddo de la gestacion. En el
presente estudio el 69% de las amniocentesis se hicieron entre las 15 y 17 semanas,
el 7% fueron amniocentesis tempranas (a la semana 14 o antes) y el restante 24% se
hicieron mas tardiamente por varias razones: a) solicitaron el estudio de la semana
18 en adelante, b) necesidad de una segunda amniocentesis, ¢) malformaciones
detectadas por ultrasonido en el feto.

En citogenética prenatal han habido avances tecnoldgicos importantes que han
permitido evitar la contaminacién de los cultivos, obtener resultados en menor
tiempo e identificar los cromosomas de manera més precisa. Todo esto se ha logrado
con el uso de campanas de flujo laminar, medios de cultivo enriquecidos para que
las células amnidticas se desarrollen mas rapido (ej. Medio de cultivo Chang), asi
como técnicas de cosecha mas rapidas. En ambos grupos de este estudio se fueron
adoptando estos avances como el uso de campanas de flujo laminar, logrando
reducir la falla de los cultivos (problema que se tuvo en el grupo A). El uso del
medio Chang y la técnica de cosecha directa permitieron obtener resultados en 10 a
12 dias como se exige internacionalmente a un laboratorio que realice este tipo de
estudios (Hsu, 1992). Cuando no se contaba con medios enriquecidos y la cosecha
se hizo con técnica de subcultivo, los resutados se obtuvieron en 15 a 20 dias,
tiempos muy similares a los de Hsu y col., 1980, Crandall y col., 1980, Benn y col.,
1985, quienes reportaron sus resultados en 3 a 4 semanas.

Se obtuvieron resultados en el 98.5% de los casos (95.8% en el grupo A y 99.8% en
el grupo B), porcentaje que se encuentra dentro de los lineamientos internacionales,
que indican que se debe tener un 95% de éxito. En la literatura se reporta un
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porcentaje de éxito que va del 95.7% al 99.75% (Hsu y col. 1978, Benn y col., 1985,
Rios y col., 1994, Grether y col., 1991, Eiben y col., 1998).

La frecuencia de alteraciones cromosomicas observadas fue de 3.9%, (4.5% en el
grupo A y 3.5% en el grupo B), la cual es similar a lo reportado por Hsu y col.,
(1978) que fue de 3.9%, pero mas elevada que lo observado por Golbus y col.,
(1979) 2.9%, Crandall y col., (1980) 2.16%, Benn y col., (1985) 2.13%, Katayama y
col., 1989 (2.6%), Naber y col., (1987) 2.18% y Eiben y col., (1997) 2.21%. La
frecuencia fue menor que lo reportado por el grupo del Instituto Nacional de
Perinatologia que tuvo un 8.4%. La diferencia en las frecuencias observadas puede
explicarse en parte por los diferentes criterios para seleccionar la poblacién de
estudio, por ejemplo, Crandall consider6 la edad materna desde los 34 afios, en
cambio en el grupo de INPer desde los 38 afios. En otro grupos se incluyeron un
mayor numero de parejas por angustia materna como Naber y col., (1987) y Eiben y
col., (1997), o mas parejas portadoras de translocaciones o con embarazos que por
ultrasonido mostraron patologia como en el INPer.

En relacion con las alteraciones cromosomicas identificadas, las alteraciones
numéricas (62%) fueron mas frecuentes que las estructurales (38%). Las
alteraciones numéricas de los autosomas fueron mas frecuentes (73%) que las de
cromosomas sexuales (27%). En forma individual, la Trisomia 21 fue la
cromosomopatia mas frecuente, seguida por la trisomia 18 con una incidencia de
28.5% y 9% respectivamente. En la literatura la incidencia de Sindrome de Down va
del 19% al 57% (Grether y col., 1991[19%], Crandall y col., 1980 [35%], Terzian
col., 1985 [57%] ), mientras que para la trisomia 18 fue del 5% al 23% (Hsu y col.,
1979 [8%], Dacus y col., 1985 [13%], Rios y col., 1994 [23%], Kerber y col., 1993
[5%]). Las alteraciones de cromosomas sexuales tuvieron una incidencia de 16.6%
en nuestro estudio, en la literatura se reporta de un 6.4% a un 20% (Rios y col., 1994

[6.6%], Kerber y col., 1993 [20%], Naber y col., 1987 [15.5%], Dacus y col., 1985
[6.4%]).

A las parejas que se les diagnosticd un feto con cromosomopatia se les propuso
confirmar el diagndstico, por lo que se les solicité una muestra de sangre del recién
nacido o tejido fetal si decidieron no continuar con el embarazo. De las 52 parejas en
que se diagnodstico un feto con una alteracién no balanceada se tuvo informacion o
una muestra en 36 casos. Se interrumpieron 26 embarazos, 19 de los cuales fueron
confirmados en piel o sangre fetal, los 7 casos que no se confirmaron fue debido a:
no enviaron muestra (4 casos), la enviaron en formol (2 casos) 6 estaba en
descomposicion (1 caso). En dos casos el médico informé que el embarazo se perdio
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espontaneamente y tampoco envi6 material. El embarazo fue llevado a término por 8
parejas, todos con alteraciones en cromosomas sexuales, en 6 se confirmé el
diagndstico, 5 por valoracion clinica y uno con el cariotipo en sangre del recién
nacido. El séptimo caso, se diagnostico como un producto con Sindrome de Turner,
en una segunda amniocentesis realizada en otra institucion se confirmé el
diagnéstico de 45, X, sin embargo el nacimiento del cariotipo en sangre periférica y
fibrolastos de piel mostr6 un mosaico 45,X/47,XXX. El octavo caso fue
diagnosticado prenatalmente como un mosaico 45,X(30%)/46,XX, el cariotipo en
sangre de la recién nacida mostrd solo células 46,XX (cariotipo realizado por otro
laboratorio). En la literatura se han reportado otros casos en donde el diagnostico
prenatal en células amnioticas mostr6 un cariotipo 45,X y su confirmacion en tejido
de aborto o sangre del recién nacido mostré que fueron mosaicos de cromosomas
sexuales como pasé en el séptimo caso (Hsu y col. 1978, Milunsky A, 1976, Nocera
y col., 1985, Roland y col. 1990). Esto puede deberse a que las diferentes lineas
celulares presentes en el feto no estén distribuidas homogéneamente en los tejidos o
a que el porcentaje de células de una u otra linea sea muy pequefio, en ambos casos
la deteccion del mosaico celular es dificil. En una revision sobre mosaicos
45,X/46,XX realizado por Johnson y Wapner, (1997), mostraron que de 210 casos
diagnosticados prenatalmente, sélo el 79% fueron confirmandos citogenéticamente.
Esto puede deberse a que las células alteradas se hayan originado de las membranas
extraembrionarias o a que las células aneuploides deben de buscarse en diferentes
tejidos, ya que las células alteradas pueden estar presentes en unos tejidos y en otros
no. En el octavo caso el mosaico solo se buscd en células de sangre periférica.

En los 25 casos en que se hizo un diagnoéstico de aberracidn estructural balanceada,
21 fueron heredados y 4 de novo y todos, excepto uno de cual no se tuvo
informacion, nacieron normales.

En este estudio se incluyeron dos grupos de la poblacion mexicana, uno que asistio a
un hospital del sector salud (GRUPO A) y otro que fue atendido en un hospital
privado (GRUPO B). Las indicaciones y semanas para realizar el cariotipo fetal
fueron las mismas para ambos grupos, sin embargo hubo diferencias en los
resultados obtenidos debido a la seleccion de los pacientes y a los diferentes
recursos materiales y de equipo con que contaron los dos laboratorios.

En relacién a cuales fueron las indicaciones mas solicitadas, con excepcion de la
edad materna que fue la opcidn niimero uno y el tener el antecedente de un familiar
con Sindrome de Down, que fue la opcién nimero cuatro en ambos grupos, hubo
diferencias. El tener un hijo Sindrome de Down fué la segunda opcion en el grupo A
y la tercera en el grupo B, la angustia materna ocup6 el quinto lugar en el grupo A y
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el segundo en el grupo B, presentar un triple marcador positivo para Sindrome de
Down practicamente no existié en el grupo A, el ser portador de una translocacién
balanceada represento la opcion numero 6 para el grupo A y la novena para el grupo
B. Al comparar la frecuencia con que fueron solicitadas una u otra de las
indicaciones hubo diferencias estadisticamente significativas en la edad materna
(p=0.0003), en angustia materna (p=0.000001), en tener un hijo Sindrome de Down
(p=0.000001), en ser portador de una translocacion balanceada (p=0.0026) y en
tener un triple marcador positivo para sindrome de Down (p=0.0075). No hubo
diferencias para las indicaciones: antecedentes familiares de Sindrome de Down,
hijo previo con cromosomopatia que no fuera Sindrome de Down y feto con
malformaciones por ultrasonido. Por el nimero reducido de solicitudes no pudo
hacerse un célculo estadistico en el resto de solicitudes. Las diferencias observadas
se debieron a que hubo criterios de seleccion mas estrictos en el hospital del sector
salud, pues los recursos disponibles deben destinarse a parejas con mas riesgo. En el
hospital privado, la indicacion del médico o el deseo de la pareja fueron los criterios
para realizar el estudio.

Al analizar la etapa de la gestacion el que se realizaron los estudios se observo que
se hicieron mayor numero de amniocentesis tempranas (semana 14 o antes) en el
grupo B (9%) que en grupo A (0.3%), también se observo que las amniocentesis
tradicionales (realizadas idealmente en las semanas 15 a 18 de la gestacion) se
practicaron mas tempranamente en grupo B que en A (En el grupo B el 21.9% se
realizaron a las 15 semanas mientras que en el grupo A sélo el 11.3%) y que hubo
un mayor nimero de amniocentesis tardias en el grupo A (15%) que en el grupo B
(12%). El analisis estadistico mostré que en grupo A, la semana promedio en que se
realizaron las amniocentesis fue la 17 + 2.4 (minimo 13 semanas, méximo 40
semanas) con una mediana de 17 semanas, en el grupo B la media fue de 16.5 + 2.2
semanas (minimo 10 semanas, méximo 36 semanas) con una mediana de 16
semanas. De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis hubo una diferencia
significativa con una p=0.000001. En términos generales, la amniocentesis se
hicieron mas tempranamente en el grupo B porque se contd desde un principio con
un mejor equipo de ultrasonido que permitio realizar el procedimiento con mayor
seguridad en una etapa mas temprana del embarazo.

El porcentaje de cariotipos alterados observados en el grupo A (4.5%) no fue
estadisticamente significativo con relacion al grupo B (3.5%) de acuerdo a la prueba
712 (Yates corregida) (P>0.05); en donde si hubo diferencias fue en el tiempo de
obtencion de los resultados, en el grupo A se obtuvieron en promedio 13.3 + 6.4
(minimo 8 dias, maximo 37 dias) con una mediana de 14 dias y en el grupo B la
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media fue 10.8 + 2.0 (minimo 7 dias , maximo 25 dias) con una mediana de 10 dias,
el andlisis estadistico mostré una p=0.000001. Estas diferencias se explican porque
el grupo B siempre cont6 con las condiciones Optimas para realizar los estudios,
como fueron trabajar con incubadoras de COz, frascos desechables, medio de cultivo
Chang y un cuarto especialmente adaptado con temperatura controlada a 22°C con
equipo trabajando, aire filtrado con 99.9% de pureza y conectado a planta de luz de
emergencia. En el grupo A estas condiciones s6lo se tuvieron en los ultimos 167
estudios. El rango tan amplio para obtener los resultados se explica por los
diferentes métodos que se utilizaron para procesar las muestras.

El contar con las condiciones Optimas para desarrollar los cultivos celulares permitio
que en el grupo B el nimero de fallas fuera minimo (0.3%), y explica porqué en el
grupo A se tuvo un porcentaje de 4.5% . En la actualidad en ambos grupos se cuenta
con los mismos recursos materiales, de equipo y de area acondicionada para tal fin.

En poblacion considerada de alto riesgo para tener un hijo con una cromosomopatia,
no todas las parejas tienen el mismo riesgo, ya que la probabilidad va a depender de
la indicacion, asi por ejemplo, el riesgo para parejas que se realizaron la
amniocentesis por edad materna es diferente de aquellas que se hicieron el estudio
porque el feto mostré malformaciones en el ultrasonido. Los resultados muestran
que hay parejas con un riesgo mas elevado que otras. Las indicaciones con el riesgo
mas alto fueron feto con malformaciones por ultrasonido (36.6%), patologia en el
embarazo (18.7%) y ser portador de una translocacidon/inversion (69%). Un riesgo
moderado se observo en el grupo de edad materna (3.2%) aunque la probabilidad se
fue incrementando paralelamente a la edad de la madre, asi a los 35-36 afios el
riesgo fue de 1.4%, mientras que a los 43-44 afios fue de 8.3%. También un riesgo
moderado se presentd en parejas con un hijo previo Sindrome de Down (4.1%),
mientras que un riesgo bajo se presentd en parejas con un hijo con cromosomopatia
(excepto Sindrome de Down), angustia materna y otros. No se observo riesgo en

progenitores portadores de un mosaico cromosémico o en parejas con antecedentes
familiares de Sindrome de Down.

Los marcadores bioquimicos como el cuadruple/triple marcador y las
alfafetoproteinas en suero materno, son pruebas de escrutinio realizadas en
poblacion abierta y en donde el 5% de las muestras son positivas, tienen una
sensibilidad de 75%, 65% y 30% respectivamente. En México la prevalencia de
Sindrome de Down en recién nacidos es de 1 en 714. Si a una poblacién de 7,140
mujeres embarazadas se le practicara una de estas pruebas, 357 saldrian positivas y
se confirmaria el diagndstico de Sindrome de Down, mediante amniocentesis, solo

en 3 a 8 casos dependiendo de la prueba. La poblacion de este estudio es todavia
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muy pequefia, para valorar la probabilidad real que estos marcadores tienen en
nuestra poblacion.

Al comparar las frecuencias de alteraciones observadas en el presente trabajo con las
reportadas en literatura, encontramos que habia bastante informacion para edad
materna, portadores de translocaciones, nada para antecedentes familiares de
Sindrome de Down ¢ para progenitores portadores de un mosaico cromosdémico y
relativamente poca para el resto de indicaciones. Esto se explica porque la mayoria
de los autores discutieron sus resultados en forma general como se hizo en la
primera parte de esta discusion.

En relacién con la edad, la frecuencia de alteraciones reportada en la literatura va de
1.5% (Crandell y col. 1986) hasta un 4.89% (Hsu y col. 1978), en este grupo se
encontré un 3.2%. La variacion en las frecuencias reportadas podria deberse a que
algunos autores incluyeron mas mujeres de 35 afios y otros mas de 38 6 40 afios, etc.
Como ya se menciond anteriormente la frecuencia de alteraciones es paralela a la
edad materna, en la poblacion estudiada también se observo esa tendencia aunque
los porcentajes observados son mayores que lo reportado en otros estudios, lo cual
podria deberse a que la frecuencia sea mas elevada, o a que el nimero de muestras
estudiadas todavia sean escasas para obtener probabilidades reales. Al analizar las
alteraciones identificadas en este grupo encontramos que 45 fueron aneuploidias
(70.3%), 40 de las cuales tuvieron un origen materno y S un origen paterno y que 19
fetos presentaron una aberracién estructural (29.7%), siendo de origen materno 7,

paterno 5 y de "novo" 7. Diez de estas alteraciones fueron no balanceadas y 9
balanceadas.

Cuando se solicita una amniocentesis por edad de la mujer generalmente se espera
encontrar aneuploidias asociadas a no disyuncion materna (que son todas las
trisomias excepto 47,XYY), en el presente trabajo solo el 62.5% (40 trisomias)
fueron alteraciones asociadas a edad materna, el restante 37.5% (24) fueron
hallazgos no esperadas como los Sindromes de Turner y 47, XYY y las aberraciones
estructurales. Datos similares fueron reportados por Brian y col. (1993), Westrom y
col. (1995), Evans y col., 1999, quienes mostraron que en el 46,7%, 35% y 30%

respectivamente las aberraciones identificadas no se debian a no disyuncion
materna.

En el grupo de 24 pacientes que solicitaron el estudio por ser uno de ellos portador
de una translocacion, en el 8.3% se identifico un feto con una translocacion no
balanceada (2 casos), esta frecuencia esta en el rango de 6 a 14% reportado en la
mayoria de los estudios publicados (Crandall y col., 1980, Barisic y col., 1996). En

52



relacion a si hubo mas fetos con cariotipo normal o con una translocacion
balanceada algunos autores encontraron mas fetos con cariotipo normal, con un
rango de 29% a 59% (Hsu y col., 1978b, Crandall y col., 1980, Shigeky y col., 1992,
Barisak y col., 1996 y Caron y col., 1999) y otros reportaron una incidencia del 30%
a 58% con una translocacioén no balanceada Hsu y col., 1978, a Golbus y col., 1979,
Boue y col., 1984, Benn y col., 1985 y Hsu, 1992). En el presente estudio se encotro
un mayor nimero de fetos con una translocacion balanceada (58.3%). Las
diferencias en la frecuencia de alteraciones balanceadas vs no balanceadas y
cariotipos normales reportadas en los diferentes estudios incluyendo el presente
trabajo podria deberse: a) si hubo més progenitores hombres o mujeres portadores,
b) cual cromosoma estuvo involucrado y c) cuales fueron los puntos de
rompimiento. '

En parejas que se realizaron una amniocentesis por tener un hijo con Sindrome de
Down, el 4.1% tuvieron nuevamente un hijo afectado, este riesgo fue mas alto que lo
reportado en la literatura, 0.9% a 2.4%. Una explicacion a esta diferencia podria ser
el nimero de casos estudiados, pues en los reportes con mas de 2,000 muestras el
promedio observado fue de 1.3% (Milunsky, 1973, Hsu y col. 1978, Stene and
Stene, 1984), o también podria deberse a una carga genética diferente.

Por angustia materna se reporta en la literatura un riesgo que va del 0.88% al 2.8%,
en el presente trabajo se encontr6 en 1.1% de parejas con un producto afectado.

Este riesgo es similar a lo reportado por Benn y col. (1985), Crandall y col. (1986) y
Tabor y col. (1987).

El riesgo para parejas que tuvieron un hijo con una cromosomopatia, excepto
Sindrome de Down, fue de 2%. En las revisiones realizadas por Stene and Stene,
(1984) y Hsu, (1992c) encontraron un riesgo de 1.5% y 1.7% respectivamente en
cambio Hsu y col. (1978%) y Golbus y col. (1979) no encontraron fetos afectados, 1o -
cual se debid al reducido nimero que estudiaron. El riesgo para esta indicacion es
similar a lo reportado en la literatura.

En fetos que presentan malformaciones por ultrasonido se encontrd que el 36.6%
presentaron una cromosomopatia, este riesgo fue similar al 33% reportado por

Wladimiroff y col. (1985), al 35% de Platt y col. (1986) 35 y al 30% de Halliday y
col. (1994).

Cuando el embarazo mostr6 datos anormales en el desarrollo de la gestacion, el
riesgo de una cromosomopatia fue de 18.7%, lo cual esta dentro del rango reportado
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por otros autores como Halliday y col. (1994) quien reporté un 16%, Rios y col.
(1994) que fue de 25% y Castro Volio y col. (2001) con un 17%.

Como puede inferirse de los datos obtenidos en el siguiente trabajo, existen las
condiciones metodologicas y los criterios adecuados para solicitar y realizar estos
estudios de acuerdo a lineamientos internacionales.

En nuestro pais, a pesar de que el riesgo de tener un hijo afectado es similar al de
otras poblaciones, solo un numero reducido de parejas se realizan estos estudios.

Esto se debe principalmente a limitaciones legales, sociales, religiosas y de acceso a
los estudios que existian en nuestro pais.

Es deseable que en un futuro inmediato un mayor nimero de parejas ‘tengan la
opcion de acceder a estos estudios, primero porque se realizan con la calidad que les
permite tomar una decision sobre su embarazo y segundo porque ya existe el apoyo

legal del estado si tuvieran esa necesidad (articulo 148 fraccién III para el Distrito
Federal, 27 enero, 04).
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TABLA XXI FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN
RELACION LA INDICACION DEL ESTUDIO EN 2930 AMNIOCENTESIS

T :' = 1967 9 ——— 3.2)
Angustia 428 2 3 5 1.1)
Hijo previo Sindrome de Down 144 1 5 6 4.1
Hijo con Cromosomopatia 48 1 0 1 (2.0)
Portador translocacion o inversion 26 16 2 18 (69.2)
Progenitor mosaico de cromosomas sexuales 17 0 0 0 (0.0)
Antecedentes familiares de Sindrome de Down | 65 0 0 0 (0.0)
Triple/Cuadruple marcador positivo i 0 1 1 (1.3)
AFP £ M.OM 7 0 2 2 (11.7)
AFPA2 M.OM 10 0 0 0 (0.0)
Feto con Malformaciones por Ultrasonido 30 0 11 11 (36.6)
Ultrasonido Alterado 16 0 3 3 (18.7)
Otros 180 0 2 2 (1.1)

M.O.M= Muiltiplos de la mediana
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TABLA XXIT ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS EN 1967
AMNIOCENTESIS REALIZADAS POR EDAD MATERNA

e

i e d e
<19 10 - - 0 0)
35-36 | 422 | 45,XX,der(13;14)novo 1 |47,XY,+21 5 6 (1.4)

47,XX,+21

47, XX,+18
47, XXY
46,X,del(Y)
37-38 | 574 | 45,XY,der(13,14)novo 3 [47,XY,+21[2] 5 8 (1.4)

46,XY,inv(20)mat [2] 45X

47 XXY

47,XYY

39-40 | 533 |46,XY,inv(2)mat 2 [47,XY,+21[8] 20 22 4.1)

45,XY,der(13;14)pat 47,XX,+21[6]
47,XY,+18
46,XX/47,XX+20

47, XXX

47,XYY

45 X/47 XYY
46,X, del(Y)
41-42 | 313 |46,XX,t(2;14)novo 3 |47,XY,+21[6] 17 20 (6.4)

46,XY,1(5;17)mat 47,XX,+21 2]
46,XX,t(1;3)mat 46,XX,/47,XX,+21

47, XY,+18
46,XX,der(13;13)+13novo

46,XX,der(13;13),+13/
47,XX,der(13;13),+13,+mar

(de novo)
46,XX,/47,XX,1i(12p)novo
47 XYY
46,XY,del Y [2]

47,XX,+mar(mat)

43-44 | 88 - |47,XY,+21 [2] 6 6 (8.3)
47.XY,+18 [2]
46,XX,13q+(mat)

46,XX,/47,XX,+1(15)novo

4549 | 34 - [47,XX,+21 2 2 (5.9
47,XX,+18

Total | 1967 9 55 64 3.2)
[ ]1indica la incidencia

TABLA XXIII FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS DE ACUERDO A LA
EDAD DE LA PACIENTE
3 7] e

3

Ferguson 84y | ) o n=11,507 n=14,882 n=2927 n=969
col. ’ (1.35) (1.57) (2.23) (3.44) (4.75) (8.2)
Benny 7,000 n=2377 n=1835 n=1048 n=684 ) i
col.,1985 ¢ (1.6) (2.0) (2.67) (4.58)
Hsu,1992 20,000 (0.85) (1.37) (2.25) (3.61) (5.96) (8.33)
Presente estudio 1967 n=422 n=574 n=533 n=313 n=88 n=>34

(1.4) (1.4) 4.1 (6.4) (8.3) (5.9)

( ) porcentaje, A 42 afios en adelante
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TABL

Auter
Gl 4 st g i o e S N
Milunsky y col. 1973 n=4920
(1.24)
Hsu 1978 918 (3.9%) | 27/645 4/163 0/5 0/21
(4.8%) (2.4%) (0%) (0%)
Hsu 1978b 151/4,915 31/2,200
Rev(1973-1978) (3%) (1.4%)
Golbus y col. 1979 2,730 36/2404 3/240 0/17 5/55
(2.9%) (3.1%) (1.2%) (0%) (9%)
Crandall y col. 1980 2,303 19/1887 4/140 /111
(1.6%) (1.8%) (2.8%) (0.9%)
Revision 52,965 /52,965
Ferguson-Smith (2.26%)
1984
Revisién 2,890 35/2353 418
Stene J. and Stene E, (1.5%) (1.5%)
1984
Dacus y col. 1985 2,013 17/1279
(1.4%) (1.3%)
Benn y col. 1985 7,000 130/5944 19/1056
2.18%) | (22%) (1.8%)
Tercian, y col. 1985 4357 42/2152 1/295
(1.9%) 0.3%
Wladimiroff y col. 12 4/12
1985 (33%)
Knott y col. 1986 168 6/168
(3.6%)
Platt y col. 1986 20 7120
(35%)
Crandall y col. 1986 8453 106/6999 18/1454
(1.5%) (1.2%)
Tabor y col. 1987 2264 23/2264
(1%)
Naber y col. 1987 10,481 187/7536 14/1595
2.18%) | (2.48%) | (0.88%)
Revision Y,F 493
Hsu,1992¢ (1.17%)
Brian y col. 1993 7240 181/7240 1.4% rel. a edad
(2.5%) 1.1% no rel. a edad
Halliday y col. 1994 547 16/53 14/89
(30%) (16%)
Rios y col. 1994 1561 2.3% 1306
(25%)
Westrom y col. 1995 1423 31/1423
(2.2%)
Yaegashi y col. 1998 5484 117/5484
(2.1%)
Caron y col. 1999 446/24,901 19/1042 Ant. Fam. 4/1695
(1.7%) (1.9%) (0.24%)
1, o,
gggtlro Volio y col. 625 (2.5%) (17%)
Presente estudio 2930 64/1967 5/428 6/144 1/48 11/30 3/16 Ant. Fam. Otros
(3.2%) (1.1%) (4.1%) (2%) (36.6%) | (18.7%) | 0/65 2/180
(0%) (1.1%)
2% relacionados a edad
1.2 no relacionados
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TABLA XXV ALTERACIONES CROMOSOMICAS OBSERVADAS

' EN PACIENTES PORTADORES

E TRANSLOCACIONES _

Hsu y col, 1978" 2 ssw) | 0 ©O%) | 512 %)
Hsu y col, 1978b 329 | 98/329 (30%) 35/329 (11%) 196/229 (59%)
Golbus, 1979 14 | 8/14 (57%) - 6/14  (43%)
Crandall y col, 1980 17 M7 (41%) 1/17 (6%) 917  (53%)
Boue y col, 1984 609 | 273/609 (45%) | 71/609 (12%) | 265/609 (43%)
Boue y col, 1984 517 | 280/517 (54%) 28/517 (5%) 209/517 (40%)
Benn y col, 1985 7 47 (57%) 1/7 (14%) 2/7 (29%)
Dacus y col, 1985 12 2/12 (17%)

Takabayashi y col, 1992 50 (13%)

Shigeki, col, 1992 47 19/47  (40%) 6/47  (13%) 22/47  (47%)
Hsu y col, 1992¢ 1157 | 630/1157 (54%) | 123/1157 (11%) | 404/1157 (35%)
Barisic y col, 1996 57 | 21557 (37%) | 8/57 (14%) | 28/57  (49%)
Caron y col. 1999 183 (37.3%) (10.2%) (52.5%)
Presente estudio 24 14/24 (58.3%) 2/24  (8.3%) |8/24 (33.3%)

VII.- CONCLUSIONES

- Se establecieron dos programas, de diagnostico prenatal de alteraciones
cromosOmicas, uno en un hospital del Sector Salud (Grupo A) y otro en un
hospital privado (GrupoB), con los criterios técnicos y diagndsticos que
internacionalmente se recomiendan para este tipo de estudios.

- La indicacién mas frecuente para realizar una amniocentesis fue la edad materna
(66.1%)

- Mejores recursos técnicos permitieron obtener resultados en el 98.5% de los
casos en un tiempo de 10 a 12 dias.

- Se identificé un cariotipo alterado en el 3.9% de los fetos estudiados, 2.6%
presentaron un cariotipo no balanceado y en el 1.3% fue balanceado. El 62%
fueron aberraciones numéricas y el 38% estructurales, el 73% involucraron
autosomas y el 27% cromosomas sexuales.
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El 0.25% de las alteraciones identificadas fueron de novo y el fenotipo de los
recién nacidos, de los que se tuvo informacion fue normal.

El Sindrome de Down por trisomia libre fue la alteracion mas frecuente, 28.5%
de todas las cromosomapatias.

Se identificé un mosaico cromosomico en 0.3% de los fetos y se confirmd en el
80% de los casos.

Contaminacidn con téjido materno se presentd en 0.2% de las muestras y en
todos los casos la asignacion del sexo fetal fue la correcta.

La certeza de diagnostico fue de 99.94%.

Al comparar los 2 grupos estudiados se observaron algunas diferencias en los
resultados debidas a la seleccion de los pacientes y a los diferentes recursos
materales y de equipo con que contaron los dos laboratorios.

En poblacion de alto riesgo para tener un hijo con una cromosomopatia, el riesgo
de cada pareja dependera de la indicacidn para hacerse el estudio.

Las parejas con el riesgo mas elevado fueron aquellas en donde el feto presento
malformaciones por ultrasonido (36.6%), hubo patologia en el embarazo (18.7%)

6 uno de los progenitores fue portador de una translocacion (69%, de los cuales
solo el 8.3% fue un cariotipo no balanceado).

En el grupo de edad materna se confirmé su efecto sobre la no disyuncidn, pues
la frecuencia de alteraciones cromosoémicas fue paralela a la edad de la paciente,
asi a los 35 y 36 afios 1.4% de las parejas tuvo un hijo con una cromosomopatia,
a los 39-40 afios la frecuencia fue de 4.1% y a los 43-44 afios 8.3% presentaron

un hijo afectado. Estas frecuencias son ligeramente superiores a lo reportado en la
literatura.

Solo el 62.5% de las alteraciones identificadas en el grupo de edad se podrian

atribuir a no disyuncion materna, el restante 37.5% fueron alteraciones de novo,
heredadas o de origen materno.

No se identificaron fetos afectados en parejas donde uno de ellos fue portador de

un mosaico de cromosomas sexuales o tuvieron antecedentes familiares de
Sindrome de Down.
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La frecuencia de alteraciones cromosdmicas observadas de acuerdo a cada
indicacion es similar a lo reportado en la literatura con excepcion del grupo de

parejas con un hijo previo con Sindrome de Down en donde el riesgo fue mayor
(4.1% vs 0.9% - 2.4%).

De acuerdo a los datos obtenidos en el presente trabajo, la carga genética no
influy6 en la frecuencia de alteraciones cromosdmicas de la poblacién estudiada
con la posible excepcion del grupo hijo previo con Sindrome de Down.
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1.-EQUIPO

Equipo Marca Modelo

- Campana de flujo laminar horizontal Vecco

- Estufa Lab Lin 120
- Incubadora de CO2 Heraus F1-16
- Incubadora de CO2 y 02 Heraus B5061
- Microscopio Diascopico Wild Heerbrugg
- Congelador American Fiorami
- Refrigerador Hussmann RC-604 WA
- Bafio Maria IM Ortiz B8037 S.I.C.-D.G.E. 774
- Balanza analitica Saltorius R-160 P-WR-6003
- Autoclave-Esterilizador Amsco Eagle Ten  E-10sp
- Microscopio con Epifluorecencia
y camara adaptada Zeiss 7K
- Estufa bacteriologica Lab-line 203
- Centrifuga de Mesa Maraton 21 Fischer Scientific Z 368
- Bafio Maria Vwr Scientific 1110
- Refrigerador lem Hussmann American RC220
- Balanza analitica Santorius 160 P
- Campana Flujo laminar horizontal Vecco CFH-13
- Incubadora de CO2 Precition
- Incubadora de CO2 Napco 1701
- Microscopio Estereoscopico Carl Zeiss Carl Zeiss
- Microscopio Invertido Carl Zeiss Carl Zeiss
- Microscopio de fluorescencia Carl zeiss FOMI-III
- Pipeteador Drummond Sc¢ Co. s/n
- Termo Block Vwr Scientific Division 13259-005
- Agitador magnético Lab-Line 1266

- Reloj de intervalos Radio Shack 63898
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2.-MATERIAL

Material Marca / catalogo
- Frasco de cultivo de 50 ml, desechable Falcon 353014
- Pipeta 10 ml, envuelta individualmente, desechable. Falcon 356551

- Tubo de centrifuga de 15 ml con punta cénica con

tapon de rosca, desechable. Falcon 352097
- Tubo de 10 ml con punta redonda
- desechable, envuelto individualmente Falcon 352057
- Caja Petri 100 x 15 mm, desechable Falcon 351029
- Caja Petri 60 x 15 mm, desechable Falcon 353002
- Viales de 2 ml con tap6n de rosca Corning 25702
- Filtros Miller-GV poro 0.22 mm, didmetro 25 mm Millipore =~ SLGV 025LS
- Membrana de acetato Celulosa poro 0.2,
- diametro 25 mm Sartorius 11107
- Portaobjetos 75 x 25 mm Corning
- Cubreobjetos 50 x 24 mm del #1 Corning 2935
- Vaso de precipitados de 250 ml Pyrex
- Probetas graduadas de 50 y 100 ml Pyrex
- Pipetas pasteur de vidrio BD 4642
- Tubo de centrifuga de 15 mm, punta

conica graduado de cristal Pyrex 8100
- Termoémetro de 10 a 100 °C Vilsa
- Lapiz diamante Bel-Art F44150

- Pinzas de diseccion punta roma
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3.-REACTIVOS

Reactivos Marca / catalogo

- Medio de cultivo Chang C liofilizado suplementado

con medio de cultivo B liquido Come/Irving T-100-19
- Medio de cultivo HAM-F10 con L-glutamina,

sin bicarbonato de sodio Sigma N-6635
- Medio de cultivo MEM, con sales de Earle.
- Sin bicarbonato de Sodio. Sigma M-0268
- Fitohemaglutina Forma M Liofilizada Gibco 10576-015
- Suero fetal de ternera Alen Dist.  S/N
- Suero de ternera In Vitro S/N
- Glutamina 200 Milimolar In Vitro S/N
- Tripsina-Verseno al 0.05% In Vitro EN-005
- Velvan Lilly 0002-1452-01
- Ac. Lactico L+ Sigma L-4388
- Penicilina G, sédica Sigma P-3032
- Sulfato de Estreptomicina Sigma S-9137
- Bicarbonato de sodio Sigma S-5761
- Cloruro de Potasio Merck 4936
- Cloruro de Sodio J.T Baker  3624-01
- Citrato de Sodio J.T Baker  3646-20
- Fosfato de Potasio Merck 1.04873.0250
- Fosfato de Sodio Merck 6586
- Metanol J.T Baker 9070-02
- Etanol Merck 1.00983 1000
- Ac. Acético Glacial Merck 1.00063.1000
- Etellan Merck 7961
- Colorante Wright Merck 1383
- Giemsa en polvo Merck 1.09203.0025
- Heparina PISA S/N
- Glicerina Merck 1.04094.1000
- Aceite de inmersion Merck 1.04699.0100

- Sol. Salina de NaCl al 0.9% PISA
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4.- TECNICAS DE CULTIVO

4.1.- Cultivo de linfocitos
A) Siembra:

a) La muestra se procesé en la campana de luz ultravioleta o en la campana de flujo
laminar horizontal.

b) Cerca de un mechero o ldmpara de alcohol se agregaron a 2 frascos de cultivo de
50 ml, 10 ml de medio HAM o MEM con 20 % de suero fetal de ternera 'y 0.2 ml de
fitohemaglutinina. A cada frasco se le agregaron 10 a 12 gotas de sangre.

¢) Los frascos se etiquetaron con el numero que le correspondié al paciente y se
anotd el nimero 1 a un frasco y el namero 2 al otro frasco.

d) Se incubaron a 37°C en la estufa bacteriologica a 37°C, por 72 horas.
B) Cosecha:

a) Los frascos de cultivo se sacaron de la estufa, y en la campana cerca de la flama,

se agregaron 2 gotas de colchicina (Concentracion 1 ng/ml) y se regresaron a la
estufa por otros 30 minutos.

b) Pasados los 30 minutos, se virtié el contenido a un tubo de ensaye de 15 ml de
capacidad.

¢) Los tubos se centrifugan 7 minutos a 1,200 rpm
d) Con pipeta Pasteur se elimin6 el sobrenadante.

e) Se agregaron 6 ml de solucion hipotdnica (KCL 0.075 molar) por 5 a 15 minutos
a temperatura ambiente. El boton se resuspendié con la pipeta Pasteur.

f) Se centrifugd nuevamente 7 minutos a 1,200 rpm

g) Con la pipeta se elimind el sobrenadante dejando 1 ml para resuspender el

boton celular y enseguida se agregaron 5 ml de fijador Carnoy (Metanol 3 partes,
acético 1 parte)

h) Se dieron de 3 a 4 cambios de fijador alternando con centrifugacion, hasta que el
botdn celular se aclaré totalmente.
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i) Finalmente se quité el sobrenadante, dejando 1 ml de Carnoy para resuspender el
boton celular.

C) Elaboracion de laminillas:

a) Los portaobjetos previamente lavados y conservados en alcohol al 70°C y en
refrigeracion, se sacan y se limpian suavemente.

b) Con una pipeta se tomé una pequefia cantidad del boton celular y se colocé una

gota en el centro del portaobjeto dejandola secar al medio ambiente. Se hacieron de
8 a 10 laminillas por paciente.

¢) Se marcaron las laminillas con lapiz de punta de diamante anotando el nimero del
paciente y el nimero de tubo, ej: paciente 01S-040 Lamila.

4.2.- Cultivo de células amnioticas con técnica de subcultivo
A) Siembra

Las muestras se procesaron por triplicado, se llené una hoja de control de cultivo (la
cual se anexa).

a) La campana de flujo laminar se enciendié 30 min. antes de iniciar la siembra.
Cerca del mechero de gas o de una ldmpara de alcohol, se dividié la muestra en tres
partes y se deposité en tubos de centrifuga con capacidad para 15 ml con punta

conica y tapén de hule o rosca y se marcé con el nimero que le correspondio a la
paciente. Se Centrifugd 5 minutos a 1,200 rpm.

b) Con pipeta estéril de 5 o 10 ml, se elimind el liquido, dejando 1 ml
aproximadamente, el cual se resuspendio con 4 ml de medio de MEM, o HAM; y
se paso a un frasco de cultivo de 50 ml Esto se hace igual para los otros dos frascos.

¢) Se etiqueta cada frasco con el numero asignado a la paciente seguido por el
numero romano I, II y III correspondiente, fecha e iniciales de la paciente.

d) Los frascos se incuban en una estufa bacteriolégica a 37°C para 7 dias, agregando
previamente a cada frasco CO:2 con una pipeta pasteur estéril, o bien en una
incubadora de COza 37°Cpor 5 dias.

B) Alimento de los cultivos

a) Al séptimo dia se reemplaz6 el medio de cada frasco por 5 ml de medio fresco y
se registro el crecimiento, anotando el nimero de colonias celulares presente.
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b) Posteriormente se cambid el medio de cultivo cada tercer dia.

Nota: Siempre se emplea una pipeta de 5 a 10 ml estéril para cada frasco.
C) Valoracion del crecimiento celular

Cada vez que se cambid el medio de cultivo se registré en la hoja de control, el
numero y tamafio de las colonias. Se consider6 una colonia pequefia cuando midié

menos de 1 mm de diametro, Mediana entre 1 y 2 mm y grande de 3 mm en
adelante.

D) Subcultivo

Cuando hubo en cada frasco un minimo de 10 colonias grandes se procedié a hacer
el subcultivo para lo cual:

a) Se precalentd la tripsina verseno a 37°C por 20 minutos.
b) Con una pipeta estéril, se eliminé el medio de cultivo de cada frasco.

¢) Con otra pipeta de 10 ml se tomaron 2 ml de tripsina verseno y se agreg6 1 ml al
frasco de cultivo se agitd suavemente y luego se elimind la tripsina en seguida se
agregd el otro ml de tripsina-verseno y se dejé actuar 30 segundos. Se hace lo
mismo con los otros 2 frascos.

d) Para pasar la accion de la tripsina se agrego 1 ml de suero fetal de ternera estéril y
después 5 ml de medio de cultivo HAM F10 o MEM con 20% de suero fetal de
ternera a cada frasco.

e) Con una pipeta esteril de 10 ml se tomaron 4 ml de la suspension celular y se
pasaron 2 ml a 2 frascos nuevos de cultivo de 50 ml nuevo y se agregaron 2 ml mas
de medio de cultivo HAM o MEM.

f) Se etiquetaron con el nimero correspondiente agregando un nimero arabigo, (1.1
y 1.2), iniciales del nombre de la paciente y fecha.

g) Se incubaron en la estufa de CO: al 5% a 37 °C. o se agregaron 5 segundos de
CO:al 5% a cada frasco. A los 30 minutos se checo el color del medio de cultivo, el
cual debia estar de color rosa palido, si estaba de color fucsia se agregaba 1 a 2
segundos mas de CO, si estaba de color amarillo se destapaba el frasco de 15 a 20
segundos, posteriormente se incubaban a 37 °C en la estufa.

Se hizo lo mismo con los frascos [ y IL.
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E) Cosecha
Se inico cuando el crecimiento celular tenia una con fluencia celular de 80%.

a) A cada frasco se le agregd 0.2 ml de Velban por 30 minutos y se incubd
nuevamente.

b) Cuando se desprendieron la mayoria de las células, se agregaron 4 ml de medio
HAM 6 MEM con 20% de suero fetal de ternera.

¢) Se extrajeron 4.5 ml de la suspension celular y se pasaron a un tubo de centrifuga
de 15 ml con punta cénica, al cual previamente se le agregaron 0.5 ml de suero de
ternera, para parar la accidn de la tripsina. A los frascos de cultivo se le agregaron 4
ml de medio MEM 6 HAM con suero fetal de ternera y se incubaron nuevamente.

d) Se centrifugaron los tubos por 5 minutos a 1,200 rpm

e) Eliminé el sobrenadante y se agregaron 6 ml de solucion hipotdnica, (KCL 0.4%
citrato de sodio 0.4% prop. 1:1) se resuspendid suavemente el botoén con la pipeta
pasteur y se dejo a temperatura ambiente por 4, 5 y 6 minutos respectivamente (la
sol. hipotonica se precalienta 30 minutos antes a 37°C).

f) Se agregd 1 ml de fijador Carnoy y se resuspendié agitando suavemente hasta
formar una suspension homogénea.

g) Se centrifugd 5 minutos a 1,200 rpm

h) Se elimino el sobrenadante y se resuspendio el boton celular con 5 ml de fijador y
se centrifugd 5 minutos a 1,200 rpm

i) Se repitid el paso anterior.
F).- Elaboracion de laminillas

a) Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el boton celular con 0.2 ml de
fijador.

b) Con pipeta pasteur se depositd una gota de la suspensién de células en un
portaobjetos sumergido previamente en agua para que se forme una pelicula
uniforme y se dejd secar al aire (lavar y desengrasar los portaobjetos previamente).

¢) Se hacieron de 5 a 6 laminillas por cada frasco de cultivo.

d) Las laminillas se afiejaron a 60°C por 24 horas

77



4.3.- Cultivo de células amnioticas con técnica directa
A) Siembra

a) Se encendi6 la campana de flujo laminar 30 minutos antes de iniciar la siembra.
Cerca de un mechero de gas o de una lampara de alcohol, se dividié la muestra en
tres partes y se depositd en tubos de centrifuga con punta cénica y tapén de hule o
rosca, con capacidad para 15 ml y se centrifugaron 5 minutos a 1,200 rpm. Cada
tubo se marc6 con el nimero que le correspondi6 a la paciente.

b) Con pipeta estéril de 5 o 10 ml, se elimind el liquido sobrenadante y dejando 1 ml
aproximadamente, el boton celular se resuspendié con 4 ml de medio de cultivo

Chang, MEM, o0 HAM vy luego se paso6 a un frasco de cultivo de 50 ml Esto se hizo
igual para los otros dos frascos.

¢) Se etiquetaron cada frasco con el nimero correspondiente a la paciente, seguido
por el nimero romano I, IT y III, fecha e iniciales de la paciente.

d) Se incubaron en la estufa de CO2 al 5% a 37°C y cuando no se contd con la
incubadora de CO2, con una pipeta pasteur, directamente a cada frasco se les agregd

el CO2 al 5% y el control del Ph se hizo checando el color del medio de cultivo el
cual debia estar color rosa palido.

B) Alimento de los cultivos

a) Cuando se us6 medio Chang o Chang/Ham, al 50. dia de iniciado el cultivo se
agreg6 a cada frasco 2 ml de medio.

b) Cuando se utilizaron medios MEM o HAM, al séptimo dia se reemplazé el medio
de cada frasco por 5 ml de medio fresco y se registro el crecimiento.

¢) Se siguié alimentando cada frasco cada 3 dia, hasta que hubo suficiente
crecimiento celular para iniciar la cosecha.

Nota: Siempre se emplearon pipetas diferentes de 5 a 10 ml estériles para cada
frasco.

C) Valoracion del crecimiento celular

a) Se registr6 en la hoja de control, anotando el nimero y tamaiio de las colonias. Se
considerd colonia: a) pequefia, cuando midi6 menos de 1 mm de didmetro;
b) mediana, entre 1 y 2 mm y ¢) grande de 3 mm en adelante.
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ESTA IESW- "f”ﬁac
D) Cosecha SALR DE LA GiBLIBTECA

Se inicidé cuando los frascos presentan de 10 a 15 colonias grandes. Cuando se

utiliz6 medio Chang esto ocurrié aproximadamente al noveno dia y con medio Ham
o MEM entre los dias 12 y 14.

a) A cada frasco de cultivo se le agregaron 0.2 ml de Velban estéril por 30 minutos y
se incubaron nuevamente.

b) Con pipeta estéril se elimind el medio de cultivo de cada frasco y se agregd 1
ml de tripsina, se agitd suavemente y se elimind. Se agregé otro 1 ml de tripsina y se

dejd actuar + 30 segundos. (La tripsina se precalienta a 37°C 30 minutos antes de
iniciar la cosecha).

¢) Cuando se desprendieron la mayoria de las células, se agregaron 4 ml de medio
HAM 6 MEM, con 20% de suero fetal de ternera.

d) Se tomaron 4.5 ml de la suspension celular y se pasaron a un tubo de centrifuga
de 15 ml con punta cdnica, que contenia 0.5 ml de suero de ternera, para parar la
accion de la tripsina. A los frascos de cultivo se les agregé 4 ml de medio MEM 6
HAM con suero fetal de ternera y se incuban nuevamente.

e) Se centrifugaron por 5 minutos a 1,200 rpm

f) Se elimind el sobrenadante y se agregaron 6 ml de solucién hipotdnica,
resuspendiendo suavemente el boton con pipeta Pasteur; se dejé a temperatura

ambiente 4, 5 y 6 minutos respectivamente (la solucion hipotdnica se precalentd 30
min antes a 37°C).

g) Se agregd 1 ml de fijador Carnoy a cada frasco y se resuspendieron, agitando
suavemente hasta formar una suspension homogénea.

h) Se centrifugaron 5 minutos a 1,200 rpm

i) Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el boton celular con 5 ml de fijador, y
se centrifugaron 5 minutos a 1,200 rpm

j) Se repitio el paso anterior.
E) Elaboracion de laminillas

a) Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el botén celular con 0.2 ml de
fijador.
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b) Con pipeta Pasteur, se depositd una gota de la suspensién de células en un
portaobjetos sumergido previamente en agua para que se formara una pelicula
uniforme y se dejo secar al aire (lavar y desengrasar los portaobjetos previamente).

¢) Elaboracion de laminillas .- Igual que para células amniéticas.

4.4.- Cultivo de biopsia de vellosidades coriales
A) Obtencion de la muestra:

En un recipiente estéril de boca ancha y con tapoén de rosca hermético, se

depositaron 10 ml de medio HAM con 0.3 ml de heparina sédica y de 20 a 25 mg de
vellosidades coriales.

B) Técnica de cultivo
Las muestras se procesaron por triplicado.

a) En la campana de flujo laminar horizontal (encendida media hora antes), y junto a
un mechero, se pas6 la muestra utilizando pinzas estériles a una caja petri estéril de
10 cm de diametro y se agregaron 5 ml de medio MEM o HAM.

b) En el microscopio estereoscopico o con Diascopia (el cual debe estar dentro de la
campana), se separaron las vellocidades de la decidua materna, y se pasaron las

vellocidades ya limpias a otra caja petri de 5 cm de didmetro, agregando 2 ml mas
de medio de cultivo.

¢) Las vellosidades se limpiaron nuevamente utilizando una lente objetiva de mayor
aumento y se pasaron a una tercera caja petri de 5 cm. con 2 ml de medio de cultivo.

d) Utilizando pinzas y bisturi estériles, se fragmentaron las vellocidades en trocitos
menores de 0.3 mm de diametro.

e) Con una pipeta estéril de 5-10 ml se tomaron 2-3 ml de medio de cultivo y Chang,
Chang/Ham 6 Ham con 20% de SFT y se resuspendio el tejido.

f) Con la misma pipeta se tomaron 3 ml de esta suspension celular y se pasaron 1.5
ml a cada frasco de cultivo. Con otra pipeta se complet6 a un volimen de 4 ml si
se us6 medio de Chang o Chang/Ham y 5 ml si se us6 Ham con suero fetal.

g) Se identific6 cada frasco, anotando nimero que le correspondi6 a la paciente
seguido de los nimeros romanos I, II y III para cada uno de los frascos de cultivo,
fecha e iniciales del paciente.
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h) Los frascos se incubaron a 37°C en incubadora de CO: al 5%, aflojando
ligeramente los tapones para permitir el intercambio de CO:z con el cultivo. Cuando
no se tenia incubadora de CO: se agreg6 CO:2 al 5% con pipeta pasteur estéril por 5
segundos y se cerro el frasco.

i) Al 5° dia se aliment6 cada frasco de la muestra con 2 ml de medio, HAM o
MEM o Chang y posteriormente cada tercer dia.

C) Valoracion de crecimiento celular

a) Cada vez que se adicioné o cambi6 el medio a los cultivos, se registré en la hoja

de control, la cantidad y calidad de explantes en crecimiento, anotando nimero y
tamafio de los mismos.

b) Se considerd crecimiento pequefio, cuando el explante tuvo una zona de
crecimiento de = 1 mm de diametro, tamafio mediano cuando el crecimiento fué de
aproximadamente 2 mm y grande cuando el crecimiento era superior a los 3 mm.

D) Cosecha

Se inicid cuando con 8 a 10 explantes grandes como minimo y se siguid el mismo
procedimiento que para c€lulas amniéticas.

E) Elaboracion de laminillas

El mismo procedimiento que para células amniodticas.

4.5.- Cultivo de fibroblastos y tejidos fetales

A) Obtencion de la muestra:

a) Los fragmentos de piel obtenidos por biopsia se depositaron en un frasco estéril
con 10 ml de medio de cultivo HAM-F10 o MEM. El frasco se etiqueto con el
nombre de la paciente y la fecha de obtencion de la muestra.

B) Técnica de cultivo

a) La muestra se proceso por triplicado y se llend la hoja de control de cultivos

b) En una caja petri de 5 cm de didmetro se depositaron 2 ml de medio HAM F10 o
MEM y con pinzas estériles (se introducen en alcohol y se flamean), se tomaron los
fragmentos depositandose en la caja.
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¢) Con microscopio estereoscopico o diascopico se revisod la muestra y se valoro si
tenia la grasa. En caso de que tuviera grasa se elimin6, sujetando el fragmento con
las pinzas y raspando con el bisturi.

d) El tejido ya limpio de grasa se fragmentd con el bisturi en trozos lo més pequefio
posible (0.2 a 0.5 mm de diametro).

e) Con una pipeta estéril de 5-10 ml se tomaron 2-3 ml de medio de cultivo Chang o
Chang/Ham 6 Ham con 20% de SFT y se resuspendi6 el tejido.

f) Con la misma pipeta se tomaron 3 ml de esta suspension celular y se pasaron 1.5
ml a cada frasco de cultivo. Con otra pipeta se complet6 a un volimen de 4 ml si se
uso medio de Chang o Chang/Ham y 5 ml si se usé Ham con suero fetal.

g) Se identificé cada frasco, anotando numero que le correspondié a la paciente

seguido de los numeros romanos I, II y III para cada uno de los frascos de cultivo,
fecha e iniciales del paciente.

h) Los frascos se incubaron a 37°C en incubadora de CO:2 al 5%, aflojando
ligeramente los tapones para permitir el intercambio de CO: con el cultivo. Cuando
no se tenia incubadora de CO: se agregd CO2 al 5% con pipeta pasteur estéril por 5
segundos y se cerr6 el frasco.

i) Al 5° dia se aliment6 cada frasco de la muestra con 2 ml de medio, HAM, MEM
o Chang y posteriormente cada tercer dia.

j) Elaboracion de laminillas.- Igual que para células amnidticas.
C) Valoracion de crecimiento celular

Cada vez que adiciond o cambid el medio a los cultivos, se registré en la hoja de

control, la cantidad y calidad de explantes en creciemiento, anotando nimero y
tamafio de los mismos.

Se considerd crecimiento pequefio, cuando el explante tuvo una zona de crecimiento
de £+ 1 mm de didmetro, tamafio mediano cuando el crecimiento fué de
aproximadamente 2 mm y grande cuando el crecimiento era superior a los 3 mm.

D) Cosecha

Se inici6 con 8 a 10 explantes grandes como minimo y se sigui6 el mismo
procedimiento que para células amnioticas.

E) Elaboracion de laminillas

El mismo procedimiento que para células amnioticas.
82



5.- Técnicas de bandeo cromosomico
5.1) Bandas G
a) Se afiejaron las laminillas a 60°C por 24 horas antes.

b) Se pasaron las laminillas 1 minuto por solucion salina de Cloruro de Sodio al
0.9%.

¢) Enseguida se metieron a la solucion de tripsina (0.00025 grs/ml) a ph 8 por 1 6 2
minutos.

d) Posteriormente se enjuagaron por 10 segundos en agua destilada.
¢) Se tifileron en colorante Wright por 2 segundos.

f) Después se pasaron al colorante Giemsa por 5 a 10 minutos.

g) Se enjuagaron en agua por 5 a 10 segundos.

h) Se dejaron secar al aire y se montaron con Entellan.

Soluciones:

Tripsina

1) Disolver 0.5 grs de tripsina en 10 ml de H20 destilada.
2) Hacer alicuotas de 0.5 ml y congelar.

3) Solucién trabajo: disolver una alicuota en 50 ml de solucion salina, poner el ph a
8 con Bicarbonato de sodio al 7.5%.

Colorante giemsa

5 ml de Giemsa

2.5 ml de Buffer A

2.5 ml de Buffer B

42.5 ml de Agua destilada

Buffer A: 113.4 grs de Kh2PO4 y aforar en 2.5 litros de agua destilada
Buffer B: 148.3 grs de Na2PO4 y aforar en 2.5 litros de agua destilada

Colorante Wright

12.5 ml de colorante Wright
12.5 ml de Buffer
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Buffer para Wright

Kh2PO4  6.63 gms
Na2POs4 2.5 gms
Aforar a un litro con agua destilada.

5.2) Bandas Q

1.- Teiiir la laminilla en la solucién de Mostaza de Quinacrina por 5 a 10 minutos.
2.- Pasar la laminilla 10 segundos a un buffer de S6rensen y agitar.
3.- El paso anterior se repite 2 veces mas.

4.- Cubrir la laminilla con un cubreobjetos del nimero 1, presionar para quitar el
exceso de agua.

5.- Leer con fluorescencia utilizando un microscopio de Epifluorescencia con filtros
de 400 a 440 de longitud de onda.

Soluciones
a) Mostaza de quinacrina

5 mg de quinacrina
5 ml Buffer A
7 ml Buffer B

108 ml Agua destilada
Estable 2 meses envuelta en papel aluminio

Buffer de s6rensen

10 ml Buffer A
13 ml Buffer B
77 ml H20 destilada

Nota: Los Buffer A y B son los mismos que se utilizan para bandas G.
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5.3) Estudio de polimorfismos (variantes de la heterocromatina)

1) Una laminilla de la muestra del liquido amniético, una del padre y otra de la
madre, se tifien simultaneamente con bandas Q.

2) Se analizan en un microscopio con epiflurescencia con filtros de 400 — 440 de
longitud de onda.

3) Se comparan las variantes de la heterocromatina de los brazos largos de los

cromosomas 1, 9 y 16 y las variantes de los satélites de los cromosomas
acrocéntricos 13, 14, 15, 21 y 22.

4) Se considera que el cariotipo diagnosticado corresponde al feto si en las células

de liquido amnidtico se observan uno o mas polimorfismos de los identificados en
las células paternas
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