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Resumen

Resumen

En la poblacxon generai del 2 al 3% de los recién nacados vivos presentan defectos congenltos, de fos
‘ ' cuales e! Q. 5% aproxnmadamente estén relacionados con cromosomopatvas (Luthardt FW v cols, 200 1), -
' el 95% de estas ult:mas son aneuplondlas que fnvolucran a los autosomas 13, 18, 21 y Ios cromosomas 2
:j‘sexuales X € Y (Dwane y cols '1994). Es de gran importanc;a diagnastzcar estas aneuplo&dras en
embarazos que presenten mdlcadores de alto ‘riesgo para cromosomopatias a fin de brindar un
'asesoramlento genetlco adecuado, - ’

En el Instituto Nacmnal de Permatologla (INPer) se realiza la tecmca de ammﬁcentess y cultwo celular ‘
~ para obtener et resu!tadn citogenético fetal por bandas G en un tlempo aproxi mado deila 14 dias esio -
: f";ustlﬁca la apl cacion de un estudto de dlagnostrco prenatal rapldo y conf“abie para determmar SI esta7

",k.presente una cromosomopat«a fetal. En la ditima década, fa técnica de hlbr!dac:én in szfu con

;ﬂuorescenc;a (FISH) ha sido utilizada como una herramienta de cntogenetlca mofecular que. permrte la
‘ deteccmn de aneuploidnas en ce%ulas en metafase e mterfase en un tiempo no mayor a 48 horas '

, ,EI ob]etxvo del presente trabajo fue estandanzar la tecnlca de FISH en ammocntos no cultwados y detectar
) /aneuplmdias mas comunes utlhzando sondas para los cromosomas 13 (13q14), 18 (01821), 21 ;
(21g22. 13-q22 2), x (DXZl) eY (DYZB) de la casa comercial Vysns la poblac;on de estudio se mtegro por

39 pac;entes que fueron refertdas por la consulta de Genetlca Prenatal del INPer para ammocentesas por

o L embarazo de aito resgo para cromosomopatuas en un penodo de 1 anm Se aplicé la tecmca de FISH enf

las muestras de hquado ammotlco para detectar las aneupimdlas antes mencnonadas Y los cntenos para e| '

E ,anahsls por tecmca de FISH se basaron en los propuestos por Hogge 1’4 colabaradores (1995) El resu tado ‘

. 't;‘fobtemdo por FISH fue comparado con el estudio de crtogenehca clas:ca por bandas G. Los resuitados ; o

L obtemdos por FISH concordaron con los de cutogenettca dasuca en 37 muestras, ;dos fueron no :

mformatwas debldo a ia presenc&a de crtopiasma o que impidié un andlisis cc«nf abl

e ,Es |mportante menmonar que la eficiencia de hlbndaaon fue mayor a menor edad gestacuonal de Ias

, ‘,muestras de Elqwdo ammotlco procesadas por FISH. Con esto se concluye que la tecmca de FISH en
k‘ ‘ammocstos no cultwados es una’ herramlenta .confiable para la detecc«on de ias aneuplo&dxas mas
~frecuentes, ademas representa una técnica invaluable para la catogenetlca cli mca deblclo a que ‘
| proporc;ona resultadns en corto tlempo y requiere poca canttdad de muestra para realizar- el estud;o‘



Resumen

El establecer de manera inicial la técnica de FISH para el diagndstico prenatal en embarazos de alto
~ riesgo para las aneuploidias mas frecuentes podria optimizar la -atencion materno-fetal, puesto que el
‘ B " tener un diagnéstico, temprano permite proporcionar un aseso’ramientd{ genético adecua'do; T '
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i 1 1'ntrdducci6n |

o En la poh[aaon general del 2 a[ 3% de los recién nacidos vivos presentan defectos congemtos, de los
B . cuales ei 0. 5% aproxlmadamente estan asociados a cromosomopatsas (Luthardt FW ¥ cols, 2001), el

95% de estas, se relaczonan con aneuplmd;as que mvolucran alos cromosomas 13, 18, 21, X e Y (vaane

' ‘y cols, 1994) Aunque el porcentaje es bajo, representa un numero lmportante de famitias con rlesgo de ,

'; tener un hijo enfermo, ademas del ampacto emocional, fammar y economrco que. esto imphca El saber

‘ que tipo y presenqa de la a%teracvon permite. brindar a la pareja la posxbnhdad de conocer los alcances de

fla enfermedad Y 1as opcrones de manejo pre y/o postnatales emstentes

1.1 Deﬁmc:én de Dragnostm Prenatal

)  EI dnagnostico prenatal (DP} permlte comumcarse con el feto para conocer su estado de salud, mientras

. que el dlBgﬂOSthO c:togenetcco prenatal proporc ona mformacxon del estado cromosémico del feto

1.2 Aspectos histéricos del Diaghéstico Prenatal

| A medlda que la nue\fa tecnologla permltta acceso al feto, se avanzaba en ei diagndstico de la condicién o
}.,fetai En 1952 se practica }a ammocentesns ~que es el procedsmiento para obtener Ilqmda ammotlco (LA) ' |
:;,por puncaon transabdommai ‘con un propomto diagnostioo eI estudio de fa entroblastos:s fetal. En 1956‘ |

se determlno ‘por primera vez el sexo del feto por anaf isis de la cromatina sexuat del cromosoma X:

Co (Ana s:s del Corpusculo de Barr) en LA El desarrollo durante esos afios de las técnicas crtogenetrcas yla
L :determmacwn del canotzpo humano mducen a Fuchs y Philips en 1963 a practtcar Ios primeros cultwos ‘ :

* con-el componente celular del LA, de esta forma se Iogran entre 1965 y 1968, los primeros canotipcs

- fetales a partrr de celulas de llquxdo amnictico y dos afios después se- efectua el prtmer dlagnostrco* ,
o prenataf de anomai ias cromosomdcas. A partir de ese momento queda abterto el cammo para fa

mvestxgacnon cromosomy:a del feto \ durante mucho tlempo, la .expresion a&*agnastfco prenata! se hizo
'smonlma de o?agnast!ca cmmosom/co (Carrera JM y cols, 1990)

‘La tntroduccuon de la u%trasonogra( ia bidimensional en obstetricia. sgmﬂco por pﬂmera vez ia pDSlbilldad‘ ;

de estudaar el fenotlpo feta% Los primeros equipos tenfan una escasa defi mc:icn y el diagnostico de los
~ defectos cangémtos quedaba limitado a las anomalias més gruesas como la anencefaha Hoy en dta la alta

- . 1resolu<:|on de ios equlpos de ultrasomdo es un Qran apoyo wsuai para los proced;mlentos daagnostlccs

- como la amnrocenbesus, pues permite detectar un gran porcentaje de las dismorfias fetales.
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. En los anos 80 s gracias a la fetoscopia no solo fue posible ver directamente el feto, sino tambien obtener o
' sangre fetal o} blOpSla directa de - pre para - cultnvo celuiar o estudios enzrmattcos Io que permite el -
‘ : dlagnost co de genopatlas fetates. Cuando parecia que los procedimientos endescoptcos se convertman en a
' i’ﬁ ,ios elementos f‘undamentales para dar soporte al d;agnost:co directo del feto, en 1983, se demostm que .
o es pcsmte la obtencxon de sangre fetal sm fetoscopla, mediante la puncxon directa gmada por uitrasomdo‘;
J de Ios vasos del cordén. El desarrollo de esms técnicas de d1agnost1co prenatal ongmarcn grandes'

“ lavances para Ia deteccnon de anormahdades cromosommas en el feto.

| .3 Tecmcas empieadas para estudio catogenéhco prenatai
E,iﬂLas ceJuias fetales para reahzar estudlo c:togenetlco prenatar se pueden obtener por - bxops;a de

B ’vveuo5|dades conales (BVC), cordocentess's, orina fetal y fluidos de atesoramxento corporal fetal anormai ’
- como ascms, ‘derrame. pleural, pencardtco 0 ben higroma qwstzco ¥ ammocentes;s, que es el
. procedmento de dsagnosttco prenatai mas utilizado en Mexnco

131 Ammocentesm

la ammocentesm se emplea por’ primera vez en Alemania en 1880 para tratar el pohhidrammos ¥ en
1937, se atxlizé para introducir solucién salina hspertémca para fa interrupcidn del embarazo, pero no fue
fsmo hasta k)s aﬁos cmcuenta cuando se utilizé para la deteccién de enfermedades genetlcas, En 1956 se ‘,"

. ‘]determmo el sexo fetal por analisis del corpuscu!o de Barr en LA, en- 1966 Steele y Breg reahzaron estudro :

- 'crtogenencc« en LA ¥ en 1967 Jacebson y Barter detectaron fa primera anormahdad cromosomma una

: *transiocac ién batanceada entre dos cromosomas del grupo D. En 1968 Valentm Y Nad er en forma
}mdependiente detectaron un feto con smdrome de Down y conﬁrmaron sus hallazgos despues de la
‘:’j‘lnterrupaon del embarazo, en el mlsmo afio dragnosncaron la prlmera deﬁcaenca enztmanca' ‘

(gaiactosem:a) Y. en los su_;mentes anos, multlpies mvestngadores detectaron dwersos padecrmlentos_
‘ cmmosomtcos Y metabohcos pero hasta 1970 se. concluyo que la ammocentesis proporclanaha una
E ‘1exact|tud diagnosuca aceptable con. rlesgo relatwamente bajo de error, a partlr de entonces se establecié |

B “este. procedimiento como parte integral del cundado obstétrico moderno (Carrera JM y cols, 1990
. Mﬂunsky Ay cols, 1975) : :

" Laf:amhic&ntesis, se realiza habitualmente entre la 15 a 18 semanas de “ge;stacién; por . puncién

: trahsabdominai y bajo gufa ultrasonografica continua, fo que permite corrbborar la edad 'g‘estacionatf

' detectar anormahdades de embarazo, cantidad de LA, malformaciones fetales y gestaciones multlpfes. Las
| »ce!utaa presentes en el LA son cu!tivadas para EStUdfO c;togenetlco o molecular, mientras que ei

; sobrenadante se utiliza para estudios blOQUlmlCOS EI nesgo de perdlda de embarazo por esta técn ica es o "

" deoO. 5% (Mﬁunsk; y cols, 1990).
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'La obtencién del LA durante el primer tnmestre entrela 12 a 14 semanas de gestaaon (SDG) se asocia a

o un mayor nesgo de perdlda de embarazo comparativamente con la amniocentesis del segundo trxmestre ‘ .
o (15 a 18 SDG) Ademas entre las 15y 16 SDG el (itero es mas acce9|ble y centfene sur“ ciente LA {200-250

ml) lo que ‘permite asp;rar un mmlltro por SDG hasta 20 mi para el estudio, mlentras que en

. ammocentesis temprana se obtrene 1 ml de LA por SDG. Por otra parte, el LA de edades gestaciona!es- L

‘,tempranas contlene muy pocas celulas, de las cuales soio del 20 al 30% son wables y por lo tanto hay '

pcco ex1t0 en et cu!tnvo ce utar (Mﬂunsky Ay cois, 1990 Carrera JMy cols, 1990) EI resultado del

) ‘canot[po por. medlo de esta tecmca se obtiene’ entre los 10 y 14 dias, sin embargo los camlafos y avances '

E tecnclogtcos han generado ta oportumdad de obtener informacion citogenetlca en menor tiempo, hace .

‘: : mas de una decada fa hlbrldacson in situ con ﬂuorescenaa (FISH) se mtrodmo como una herramienta |

S lmpartante en el dtagnostlco cutogenetico molecl ar, apoyandc: con ewdencnas a la Genetlca Cli’nfca,‘

‘ ’ 7' gfaaas a estos avances, se ha desarrollado el diagnastlc:o prenatal multldrsc:lphnano para el mE}or mane;oy )
o del bmomio matemo-fetal ' ‘
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2 Liquido Amniético

2. 1 Funcuén

-~ E thuldo ammotrco {LA). proporc:ona un nimero importante de funcrones para el desarrollo del feto, estef{ S

preporcxona proteccén al feto del trauma como la compresién del amb:ente mtrautermo Ademas, una -
cantldad normal de l_A ongma un amblente de mgravidez lo que permlte el desarrollo del s:stema L

musculo—esqueletlco por actlwdad fetal y es también |mportante para un buen desarrollo del sistema =~
‘ pulmonary dlgestwo del feto La- mgestlon de LA permite un creclmlento fetal normal y contrrbuye del 10 “ -

al 15% del peso fetal; proporcmna estabtlldad termlca Y reduce mfeccxones por . sus propledades .

- bactenostaticas, pcr lo que es imposible un desarrollo fetal normal en ausencna de LA

| fl.a magmtud del intercamblo del LA no es blen conocida. Se han empleado dwersas tecmcas para calcular -

- su volumen y sus resultados son snmllares al emplear metodos de dllucmn, con materiales radloactwos o ,
diferentes qwm;cos, de acuerdo a estos estudios, las 14 SDG existe un promedm de’ 111 3 mi. ya las 15 c
. SDG un promedlo de 207 2 ml (Mﬂunsln Ay cols, 1990). -

2.2 Origen' :

La formacion Y c;rculacuén del LA ain no se conoce claramente, parece que tiene un origen mlxto,
(Carrera JM y cols, 1990), pues procede de células del amnios, que forma parte de fas membranas ¥y }
recubre l:amblen la placenta y el cordon Ei feto que contri buye con su excrecxon ¥ tamblen a traves de su-
- piel (trasudacxon), de su conducto traqueobrcmqwal (ellmunacmn de secrecnones) y por trasudac;on de la
| "lsangre materna (Mﬂunsky Ay cols, 1990) ‘

2.3 Caractenstlcas Bloqunmcas

Enla prlmera mitad del embarazo, el LA es una extension de liquido extracelular del feta la.piel de este
| actia camo membrana semlpermeable asemejandose a un ultraﬁltrado de plasma fetal probablemente
- porque en esta fase del desarrollo la orina constttuye préacticamente un filtrado glomerular pum que adn :

‘no esta alterado con ia actmdad tubular renal del feto. Esta actividad aumenta més tarde ydalugarala -

'absorcton de SOle y agua, al mismo ttempo que aumentan las concentrac ones de urea y creatmma, asi
como otros compuestos nitrogenados

En la segunda mitad del embarazo, la compos;cm')n bloqu&mlca del LA cambia en forma progreswa, segun
‘avanza la gestacién, la osmolaridad v la concentracién de sodio dlsminuyen de forma regular a medlda ‘
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g? que se aproxxma el parto, mlentras que las concentrac;ones de urea y creatinina aumentan, siendo estcs
‘ valores d;ferentes a los hallados en plasma materno. La exphcaqcn mas pmbable es que la piel del fetc
se querattmza y se torna Impermeable, se plerde fa continui dad entre el LAy los ﬂurdos del cuerpo fetal,

‘La formacnén de orma fetal es la mayor contnbucuon ala composuc:én de LA, a su vez en este se han ’

determmado hormonas, lipidos, fosfohpldos, protemas, glucosa, fructosa, aCIdO lactico, plruwco por -
mencionar algunos Clertas caractenstucas bi oqumcas, como protemas, pH y glucosa dlstmguen al LA de

C ia onna, ya que el pnmero es alcahno y positivo para protemas ¥ giucosa, mrentras que la orina no posee

©estas caracteristicas (Carrera JM y cols, 1990; Barch M, y cols. 1997).

2.4 Cumponentes celulares
Una impurtante proporaon de las celuias nucleadas obtenidas en. una ammocentesus del segundo_

= tnmestre son’ capaces de crecer en cultivo Y son remmlscenuas de celulas fetales epldermales de las 16 a

las 18 SBG de acuerdo con sus caractenstlcas estructurales, parte del matenal obtenido corresponde al
*exfoilado de celulas epfdermxcas fetales, del epxtelro urinario, del cordon umblhcal ‘def propio amnios y .
' ,atgunas de emteho digestivo y respiratono la cantrdad y proporcqon ‘de estas células en el hqmdojk‘

. ammotlco es vanabie, desde ei cambio de la piel fetal de una estructura de dos capas, aun. eptteho”'?

, estratiﬁcado maduro alrededor de las 16 SDG que se Heva a cabo. a dtferentes grados en dlferentes zonas

’ del cuerpo, lo que lleva a un. aumento en el niimero de celu!as corneas y de descamaaon (Mﬂunsky Ay
a cals, 1990)

Al obtener la muestra de LA para cultivo ce!ular, algunas células se adhieren aI fonda de fa caja de cultivo
en las pnmeras 6a72 horas, pero ia mayona lo hacen entre el tercer y sexto dta de incubac:on Aquellas

| :'que se adhleren en menos de 24 horas se Ies llama cé ulas rapldamente adherentes, si se presentan en o

’ ) grandes c:ant;dades pueden mdrcar un defecto de cierre de tubo neural En los cuitwos puede obsewarse

tres tlpos ceiulares princrpalmente, células ﬁbroblastmdes, ‘celulas ep:tehozd&s y celuias del LA o
jamnioc&tos estns ultimos caracterizados por ia produccuon de hormonas como estrogeno, progesterona Yy

o ‘lhormona gonadotmplna coriénica lo que indica que estas células podrian provenir de la placenta en

o ‘cantrasta con ‘las fi broblastoides que no muestran producqon hormonal debi do a su origen

mesenqurmatoso‘ Los ammocﬁ;os predamman en la mayona de los cultnzos y san las celu as procesadas

" para dlagnestlco cmmosomlco Algunas veces estan presentes células maternas combinadas con las ;
'fetales oomo resuitado de la ruptura vascular del teJldo materno debldo al proced:miento mvaswo dela -

g punCIon de ammocentesxs (Barch M, y cols 1997; Mllunsky y cols, 1990).



Introduccién

3. Indicaciones para estudio citogenético prenatal
Las indicaciones de embarazg\de alto riesgo para cromosomopatias son: (Gersen Sy cols, 1999)

| 3.1 Edad Materna Avanzada

La Edad Materna Avanzada (EMA) es la mdtcacron mas frecuente, pues e riesgo de tener un feto con-
- tnsorma autosom:ca 0 sexuat se incrementa ctaramente con a edad de la madre (Mﬂunksy Ay cols. 1990) ‘

H riesgo espec:ﬁoo para trlsomla 21 en el segundo tnmestre vana de len274.en mu;eres de 35 anos,
’ 1 en 10 en mu;eres de 48 afios, el nesgo de trisomia 18 y 13 tambien mcrementa con’la EMA. Las

' fanormaitdades de los cromosomas sexuales se presentan en 1 de cada 750 recién naqdos vwos a

o mcudenc;a de 47, XXY (Smdrome de Kleinefelter) y 47, XXX (Smdrome de tnple X} tambien se mcrementa
a EMA (Niberg Dy cols, 2(}03)

~ Es- b:en conor:tda la relacion entre la frecuencra de trisomia cromosémica Y la edad materna, sin embargo,

: ex:sten otras aiterac:ones que mc!uyen anormalidades numéncas, estructurales, marcadores etc‘ Lcs -

fetcs con trlsomlas se mcrementan de 0. 9% a los 35-36 afios a 7. 8% a Ios 43-44 afios. La edacl matema ,

:ai momento del parto se ha p[aneado como un cnteno para seieccnonar a las mujeres con nesgo ‘elevado

para tener neonatos. con Sindrome de Dcwn, sin embargo, si se emplea unlcamente este criterio, se ha,
; ;estfmado que menos del 20% de todos los fetos con este smdrome serfan detectados anualmente En la

R jsrgu;@nte tabia se muestra la frecuem:la de las aneup loidias mas frecuentes deter:tadas prenataimente por
'cada 1{}00 fetos enun rangc de edad matema de 35 a 49 afios. (Schrememarchcrs y cols, 1982)

Tabla 1. Frecuencia de aneuploidias fetales relac!odédas c‘bn la edad materna f

Relacmn de Aneup!omas/moo

'Edad‘Matema o Nd; 'i"’ot’:al'de B V:Triéémia Trlsorma Trisorma Oy . |
(o) Fees 2018 13 XOCLXY XNV
49 162 81 25 06 10 13 05

A&gunas estud:os sugleren que la edad paterna avanzada podna tener un efecto menor pues la IﬂCIdenCIa
de aneuplmdsas es 3 veces mayor en padres que tienen mas de 39 afios a los que tnenen menos de 35

= . anos (Gersen s y cols, 1999)
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: 32 N ‘PortaﬁOresfde alteraciones numéricas y estructurales

3 2. 1 Rearreglos cromosémlcns balanceados

;Son el resultado de ruptura, mtercambw subsecuente de. segmentos cromosomicos ¥ umon en
K »cromosomas no homologos, mrentras esta mdu:acuon representa (nicamente una pequena propcrcnon :
"(usuaimente menos de 5%) de los pac:entes de diagndstico prenatal, €l riesgo de los padres de tener.

descendencra con compiementos cromosomtcos desbalanceados es sugmf’catwamente mas alta’ que el

.nesgo por edad materna avanzada. El riesgo varia. dependrendo de: (a) si la madre oel padre es
' portador, (b) el tlpO de rearreglo, (c) e efecto mtercromosomnco (d) el tipo de crcmosoma mvolucrado y
‘ (e) ios puntos de ruptura especlﬂcos de Cromosomas. (Gersen s y cols, 1999)

3.2 2 Translocamones Rabertsomanas

- Estas transiocac;ones se refieren como translocaciones de. "fusnon céntrica", es una fusion de os brazos :

'largos de dos cromosomas acrocentncos (grupo Dy G) despues de la ruptura de ias regtones

‘ »centromencas y pencentromerrcas, mlentras que los brazos oortos de ambos cromosomas Se prerden

(Gersen S y cola, 1999).

323 Inversmnes cromosGmicas

Es el resultado de una ruptura doble €n un cromosoma, mversion del segmento mto y reparaaon de la

h Secuenr:ta Envertrda 5! la mversaén mcluye al centrémero es pencentnca, 51 .esta confinada en un: solo ‘
j brazo del cromosoma es paracenmca El diagndstico prenatal debe ser pmpuesto ala pare;a cuando uno
o I(&s portador de una, inversion pencentnca 0 paracentnca, excepto con la mversaon del cromosoma 9 que] B 8

N ”mvoluc:ra !a region heterocromat:ca —Qqh- gue se cons;dera un polimorfismo frecuente (Gersen Sy cols,
o 1999) : )
3.2.4 Mosamo cromosomfoo .
B mesatco cromosomico se del'“ ne como la presencia de dos 0 mas hneas celulares en un individuo, si en

; : alguno de los miembros de. la pare;a existe ia presenaa de un mosaaco ya sea en células scmaticas o]
o .germmales se debe proponer el diagnéstico prenatal (Gersen Sy cols, 1999) '

.3 | Desordanes hgados al cromcsomax

i ,Cuaﬂdo Ia madre es portadora de una enfermedad hgada al X o tiene alto riesgo de ser portadora, se
= justlf‘ ca el diagnosttco prenatal ;:«ara determinar el sexo del producto. Independlentemente de fa edad
materna, el ﬂesgo de tener un feto afecbado con una enfermedad ligada al X es del 50% en caso de ser

portadora (Gersen S ycols, 1999)
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- 3.4 Huo prev:o con anormalidades cromosomicas ‘ ;
5 EI rnesgo de Ias mu;ueres que han tenido un huo con trisomia se mcrementa en 1 a 2% para el siguiente -
i embarazo El mcremento de nesgo ‘puede ser atribuido a (a) mosatcnsmo parental (b) rearreg[

. 'estructurai (c) genes productor&s de alto riesgo para no dlsyunaon o (d) factores exogenos (Gersen s y
" cols, 1999) ‘

P 3.5 Prueba en suero materno posmva para defectus cromosémmos o

La dpkcamon de un-examen prenatai genetlco se apoya - por el reconoqmlento de marcadores para
‘ embarazos de alto riesgo de tener fetos con cromosomopatra como tnsomra 18 0 21, El tamiz en suero
- fmaterno surgno a raiz de una observacnon hecha por. Brock en el Remo umdo de que fa a—fetoprotema“.

,(AFP), se encontraba elevada en pacrentes cuyo feto presentaba anencefaha. Estas pruebas se lmc;aron :
con las determmaaones de AFP en suero maternc, pues la protef na fetal chfunde al itquldo amnlot{co y

e ircular.:lon matema, en un pnncipio, esta prueba fue mtroducuda para detectar defectos de clerre detubo

'neurai pues las madres que flevan un feto con este defecto, presentan determmacuones de mveles altos
‘,‘de AFP ademas esta prueba detecta un 25 a 30% adicional de defectos con Smdrome de Down en
I mujeres ]ovenes (Milunsky A y cols, 1990).

) Posteriormente se ‘observé que las cromosomopatias no solo estaban v;nculadas a la AFP, tambzen e

- Ajniveles a%tos de gonadotropma coriénica humana total {HGC) o de fracr:;on beta de HGC (B HCG) hhre y o

3 la disminucién de estriol no conjugado (uE3). La combinacién de AFP con UE3 detecta aproximada
. §;]rvnente el 40% de la tnsomsa 18, y la combinacién de AFP, UE3 y HGC el 70% de esta trisomta
T ﬁRec:entemente se ha ut:hzado la inhibina A en combinacién con HGC y AFP y se detects el 70% de los

jcasos con smdrome de Down. Este estudio en comblnamon con edad materna y la ulltrasonografi ia puede T

I vayudar a detei:tar fetos con tnsomas (Gersen Sy cols, 1999; M:llunsky Ay cols, 1990, Medma P SR

- 22001)

3 6 Uitrasonograﬁa Anormal

Hay una: correlacion importante en hallazgos ultrasonograficos prenatales Yy hailazgos patologlcos en- el

E : feto con alteracmnes cremosommas Los hallazgos detectados por ultrasonido que se han descrito y estan’,; / 

«asociados a aneuploidlas reciben el nombre de marcadores ultrasonogréfoos, estos marcadores ayudan aﬁf C

| j identrf car en un 50 a 70% fetos con smdrome de Down, en un 80% fetos con tnsomia 18 yen un. 90%

. fetos con tr&somia 13. Ademas de que es utii para. detenn nar ia edad gestacnonal ecrrecta y embarazas: -

ulttples
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La tabla 2 resume los marcadores estructurales asociados a las trisomias mas comunes, mientras que fos
B marcadores para Smdrome de Turner son el hzgroma quistico, dasgenesxa ovanca, extremrdades corl:as y
defectos card acos (vaerg D y cols, 2003) '

Tabla 2 Marcadorés u!trasonogréﬁcos para las trisuﬁf;ias 13,18y 21

Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 z
! o
. 1« Defectos cardiacos
o Defectos cardiacos | ‘ o
T e Anormalidades del
S ‘ 1« Espina bifida : o ‘
s Defectos cardiacos L sistema nervioso central
A ~e Disgenesia cerebrat e
»  Atresia duodenal’ L . *  Anomalias faciales
V ~ o, ¢ Hernia diafragmatica | - o
.« Higroma quistico S , : e Labio-paladar hendido
P S +« Onfalocele : ; o
;e Hidrops ; o e Anormalidades sistema
Lo e ¢ Aplasia radial o o '
Hallazgos - & Traslucencia nucal e L renal
i ‘ ‘ : s  Higroma quistico, « B
. Ultrasonograﬁcas -« Miembroscortos Lo , i = Onfalocele
o e o { e«  Braguicefalia A v
+ Pielectasia o o Polidactilia . o
‘ o " o Retardoenel . o
s (linodactilia . » «  Higroma quistico ‘
: , ' “crecimiento B
* Hueso nasal ausente . ; s  Pielectasia -
VIR S intrauterino : : :
¢ hipoplasico : , o . e Retardoenel i
v‘ - e Arteria umbilical | . o P
L , ‘ crecimiento intrauterino
H H Unmica " i ; 7 .
o : ' i e Arteria umbilical unica -

1
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4, ‘Hibridacién In Situ con Fluorescencia (FISH)

4.1 Fundamento de la técnica de FISH o
:La tecnlca de FISH se define como la ahneacion complementana precisa- de una secuencia de ADN«
,"‘(sonda) marcada con un ﬂuorocromo a fa secuenc:[a de ADN blanco, perrmtaendo la wsualizaczon de
‘ | fsecuencxas especcf’cas dentro de una preparacson cel ular. (Fig 1) )

' La tecmca de FISH €s una metodologfa para examinar la Iocahzacxon de secuencias espec&ﬁcas de ADN
- en los cromosomas oen la. cromatina y puede realizarse en varios tspos ceiulares Htstonc:amente a

,hibndacion in situ {HIS) fue desarro lada con sondas marcadas radtoactlvamente, Y detectada por
: autoradlograf' a, pues mmaimente se empiearon en el marcaje lsétopos radtoactlvos como tritio (3H} 0
sy (Pmkel Dy cols, 2000)

- Hasta pnnc!p!os de los 80 los radtc:sotopos eran los (nicos marcajes dlspombles para sondas de ADN y
' ‘ para mlcrcautoradfograf’a y por tanto era el anico medio para detectar tas secuencias hibridadas /n s:tu -

’ Las sondas radlcacuvas proporcionan resotumon espacial hmltada para la HIS porque la emision de Ia

o partlcu radioactxva, deja cometas, no senaies discretas y tadxacion de fondo en la emulsaon fotograf‘ ca |

Coque cubre la preparac:on (Cremer y cols 1998). Ademés de las i mconvemencxas practlcas por el uso de

la radxoactwtdad el tsempo de vida de los radiomotopos y el largo t!empo de exposrcxon que se requ;ere ‘,
para fa autorad:ograﬁa hlcneron de la HIS una tecnlca comphcada y de poco uso.

L El desarrolo en los 80s de marcajes no radioactivos estables de acidos nudencos a traves de

ﬂacrescencna o reacciones enzmat;cas dejaron atrés la técnica de HIS radicactwa .y esta. dltima fue L

. ,sustswlda por el marcaje con fluorescencia que ha liegado a ser cada vez ‘més Util. Esto se debe a

‘ numerosas razon&s (1) la obtenc:on de resultados en un menar t:empo, {2} me)oramlento enla

S reso%ucion de !a senal (3) ei desarrcﬂo de protocolos de HIS que. permlte usar practtcamente cualquler -

. ADN genomlco ‘como sonda, mtenszﬁcando e! potencial de esta técnica en muchas aphcac:ones como‘
mapeo gemco y dxagnostxco cltmco ¥y (4) utmzacion de diferentes coiores, lo que proparqona recursos o
»para la detecaén srmuitanea de multrpfes blancos en un solo espeqmen, esto es particularmente atil
cuando hay alterac;ones cromosomncas estmcturaies que mvolucran diferentes regiones cromosomicas ofi
para la deteccion de varlas alteracnones numencas en un solo espec1men va sea en mterfase 0 metafase

L (Tkachuck y cols 15191 Lxchter P y cols, 1996 Pinkel D v cols, 20{)0 Pergament E y cols, N .

2000).
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Principio de FISH

Desnaturalizacion de DNA v
de sonda complementaria

Hibridacion

Fig.1. Diagrama que muestra el principio de la técnica de FISH
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42 Tipos de sonda |
. Existen diferentés tipos de sondas que son Utilizadas en la técnica de FISH y son:
: ‘4.2.1 ’!‘mcmn completa de cromosomas

- Para: Ia tmc;on de un cromosoma completo se utlhza una mezcla de sondas cada una ccn una secuencta
©‘en un sxtno especnﬁco a lo Iargo del cromosoma blanco Estas sondas para secuencms especmcas son

Ausadas al mlsmo tiempo en una ‘sola htbndacnon y da como resultado que el cromosom de interés se

o imarque ccmpleto A esta mezda de sondas se llama de tmcrén completa (Fig 2A). El desarroﬂo de

o :sondas mulucoiores y 51stemas soﬂsticados de deteocmn permlten ‘un analms s:multaneo de todos ios‘
l»cromosomas humanos (Yung JF 1996).

| 54 2.2 Sondas Centromencas ‘ :
. iLas sandas centromencas conttenen secuencias repetitivas de ADN a—satel;te encontradas en regiones
centromertcas de cromosomas humanos (Fig 28), estas sondas requseren un corto Uempo de hi tmdacmn o

. g ¥ genera senales lntensas, se utmzan en cromoscmas en metafase y. en nucleos mterfas:cos Esta clase de"j

: “sondas se usa. para ctetectar anormahdades cromosomlcas numerucas en nudeos en inte;fase, donde ei";« ,

: iiproceso de cult!vo puede representar un problema Esto hace a las sondas centromericas apromadas paraj‘ .
1 “casos prenataies y neonatates los cuales requieren un - raptdo dlagnostxco, -como deteccmn de{‘ o
| 'aneuplmdnas (Yung JF, 1996) | |

:]Una desventa]a de estas sondas es que ios cromosomas 13/21 Yy 14/22 comparten secuenc:as‘v

. ‘ 'centromencas homélogas no. penmten dlstmgurr uno del otro si se aphcan en nucleos en mterfase, perov‘:

: ;estc se soiuc:ono con el uso de sondas de secuencia Unica (Solcmev v cols, 1995) Otras sondas de; '
o Vsecuenqas repetitwas son las sondas ﬂ—satehte que hibridan en la regién pencentromenca el cromosoma- ’
9, 13, 14 15 21 y 22, a51 como sondas de satehte I para la hetemcromatma de{ brazo - largo de{f :

L cromosoma Y

4 2.3 Sondas de. secuencia Gnica

B La clase de sqndas de: secuenma Unica para FISH cant:ene fragmentos de ADN para un locus especifico

: (Flg. 2{:) y es convemente para. hibridar en. metafase yen niicleos- snterfasu:os Cada sonda es espeafica

) ‘para un gen y es perfecta para detectar mtcmduplscac;ones o] microdelecxones de una regaén espeqﬁca del
cromosnma pueden ser imperceptib{es por crtogenetica c!a51ca Tambien se usan para |dentrﬁcar'
translocaczones‘ recurrentes, conocidas, encontradas en ciertos - pacnentes cor; ieucema o] en
3 tfénélstaCEQn'es cripticas (Yung JF, 1996). \
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C 4.2.4 . Sondas telomericas

‘El telomero es la regron terminal de cada cromosoma y €s una regnon que tlene c1entos de repetncnones de
‘ nudeat dos (TTAGGG), los: te|omeros son vitales porque protegen al cromosoma de! acortamiento de los

extremos en cada dMSlOﬂ ce!ular y dan establlldad cromosomnca Vartos estudyos sugteren que los -

5 vte|0meros pueden estar mvo{ucrados en eventos mles como deleciones termmaies, amphﬂcac;on gemca y

‘V ~translocacmnes crrptrcas Existen sondas que detectan tcdos los: telomeros, ademas de que se ha arstadc‘f |

o y caracterizado un set completo de sondas especnf“ icas subtelomencas para FISH que representan cada _: -

L telomero humano de manera independlente (Yung, JF 1996) (Fig. 2D).

"E‘Sta‘s sondas‘ pueden ser especialmente‘- convenientes para la evaluaci6n prenatal répida de

itransiocamones cnpttcas, parejas con demasxados abortos ' de[ecnones en familias con retardo mental‘ |

= ldlopatrco, Estas sondas pueden Hegar a ser usadas para detectar anormahdades congemtas ¥

= a!teraciones adqulridas presentadas en pacxentes con cancer ¥ se sabe eSpeqa!mente que las reglones

: ‘ fhumanas subtelemencas contsenen Ia més alta concentracnon de genes en todo e% genoma (Yung, JF,
‘,1996) '

“ Con el advemmlento de la técnica de FISH para el andlisis del nimero de copias. de Ios cromoscmas cla’

. estructura en celulas en mterfase para el diagnéstico y prronostlco en clmica, ha . aumentado

, ~fcons1derablemente el potencnal de esta técnica. La informacion. crtogenetlca obtemda de las células e

' despues de la técnica de FISH es el numero de 4reas de hrbndacion, el color de estas, la pcsrcwn espacnai

Y la intensidad. La variacién de los patrones de hibridacion, Permiten identificar células con composncron‘ I

cmmusomlca aberrante Las a!terac»ones qnmosémicas estructurales como trans!ccac&ones e mversranes
£ 'especxf‘ cas pueden ser estudladas en nicleos en mterfase analizando el patron de 1as senales (numero,

: : col or ¥ posn:non), o que permlte estab!ecer relaciones dxmco-qtogenetlcas Y hacer pQSIbie ia vatoracron
del fenottpo y genotlpo en d:ferentes estadxos det ciclo c:e lular (Mukherjee y cols, 1992} ‘

f ‘Esto tlene gran srgmf cado en casos donde los cromosomas en metafase no pueden ser. preparados en

‘sufc;ente c:anhdad o} cahdad por ejemplo en varioss tlpcs de tumores. Las sondas de multzples colores con

L ,una resa!uc ion optxca méxima ha permmdc: 1a amplia apﬁcacron de esta meﬁodo{ogm en la mvestigac:on ’ \‘

- vch’mca Y bés;ca
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Brazo p

Brazo q

A, A B c D
4% Fluorecramo

Fig. 2. Tipos de sondas. (2A) Sondas de tincic'in ,r:ompieta, (2B} Sondas centromericas, (2C)
Sonda para locus especffico, (4D} Sondas teloméricas.
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- FISL‘H_y,Diagnéstico Prenatal

- las tecmcas de c:togenetlca clasica son de gran valor en el DP para la 1dent%f‘ cacron, caractenzacron y‘ .

S diagnostico de estas alteracnones cromosomrcas, los avances en métodos de cultivo. y tecnlcas de’ bandeo | C

:han drsmmurdo el trempo de entrega para un analisis por car otlpo hasta 7 dras, sin embargo, el taempo f

‘ eomun de entrega es de 10a 14 dias La aplrcacrén de ia técnlca de FISH en DP es una herramrenta que L
"\t’.tiene grandes venta]as, una de eﬂas es la deteccron réplda de aneuplmdlas, _1 requerrmlento de poca ,

b muestra y el potencral para ana!isrs de un gran nlimero de anormakdades cromosomrcas

: En los amnsocrtos no cultrvadps los cromosomas no pueden ser vrsualizados, pero Ia tecnica de FISH, ‘
: 'permrte la identlﬁcacion de secuencras especrf“ cas de AI}N de los cromosomas de mteres lo que reduce el

o trempo para thener el dlagnost co En un prmcrpro se utmzaron sondas centromencas con marcaje L

B mdirer:to para determmar la presencia de material del cromosoma Y para detectar alteracrones numerlcas _
en ammoutos no- cultwados (Guypt B v cols, 1988), sin embargo, las sondas de secuencras o

;‘centromerrcas para ios cromosomas 13 y 21, t;enen regrones homé!ogas que producen hrbridacrén. :
: ‘cruzada lo que :rnprde drferencrar a cual de los dos cromosomas pertenecen kas senales (Kuo WL ¥ cols, ;

: 1991 Kimger K v cols, 1992 Cax:heux v y cols, 1994 Dwane A y cols 1994 ademas son
o 'regrones poiimorﬁcas de tamano vanable y a!gunos autores conslderan el uso de esta sonda 13/21 no

,conﬁable (Verma RS y cols, 19921 postenormente se utrtizaron sondas de pmtado compieto para los

T cromosomas 13, 18 21 en celu as en. mterfase Yy metafase de amniocrtos cultrvados pero se. obsemo que o

 estas sondas teman muy bren en metafase pero en nucieos en. mterfase los domm:os de hibridacron eran

; . muy grandes lo que daha como resuitado una sefial grande, drfusa y dificit de mterpretar (Kuo WLy |

fcols, 199 1) En 1992 se hxzo el prrmer estudio en 526 casos -con’ ammocutos no cultnfadps donde se

kutmzaron scndas de secuencra umca para’ los cromosomas 13 18, 21,y centromencas para ios R

- cmmﬁscmas Xey donde 21 de 21 casos aneuplo:des fueron 3dentrf cados (Khnger Ky cols, 1992)

En 1993 Ward v colaboradores clescnbreron el pnmer pregrama clinico para la deteccren de
aneupfordias de los cromosomas 13 18 21 Xe Y en 4500 pacrentes con’ reswltados mfermativos para

‘anauplordla en 107 de 114 cases anorma!es ese mismo afio,” Chmstxensen y colaboradores y |

‘ postenonnente Wrnsor y coiaboradores (1996) v Hockstem y coiaboradores (1998} pubhcamn un estudro o
de dragnostico por FISH en LA no cuttivado y como rnﬂuye en e! resultado la contammacrén con celulas;'

B = matema, por lo que: propusreron atgunas recomendaciones para optrmizar el dnagnéstrco par esta tecnlca,

» como descartar los Ilqurdos amnidticos vrmblemente hemétrcos o que se observaran células sangumeas en :
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el paquete celular obtenido por centrifugacién.

“En el mismo. afio esta tecmca ‘empezd a utilizarse para complementar Ia cntogenettca en el estud;o de

?;pseudomosalcrsmo en ammocntos cultivados (Schwartz S y cols, 1993) y como apoyo para el

dlagnostica en fetos «con hallaz azgos ultrasonograf’cos sugestwos de aneuplord:as (Blakemore KJ v cols '

i 1993) En 1994 se utlhzo mezcla de colores para fa deteccaon multicolor mmultanea de alteracmnes
B cromosom:cas de los cromosomas 13 18 21, X eYen un estud;o retrospectivo en 30 muestras de LA X

j;(Dwane a y cols, 1994} Postenormente en 1995 Solov:ev y colaboradores, puhhcaron estudies haciendo '
- enfasis del ana sis en mterfase en relacin a las dlferentes fases de! ciclo celular. ‘

| H desarrol o de sondas de loci especificos para el cromosoma 21 Y 13 pen‘mten la deteccidn del smdrome
de. Down Y la tnsomra 13 de forma mas especnf‘ca (Cacheux V vy cols, 1994) Con el me;oramlento de

o las especaf‘ icidad de- las sondas, as: oomo el establecumlento de protocolos para la opﬁm:zaaon de la )

‘ tecmca, se pubhcamn trabajos enfocados al papel que . 3uega el FISH en el diagnostloo prenatai ¥ elj‘ "

S ’manejo de ia pacrente y el feto, asi como estudios multloentncos para validar Ios resultadqs de estak' ‘
' i"’tecmca (Bryndorffy cols, 1997 y 2000; D'Alton ME y cols, 1997; Biben B y cols, 1998 y 1999 |

Cheong-Leung Wy cols, 2001; Feldman By cols, 2000 dedler M y cols, 2001; Lewm Py cols,

- 2000; Thein ATA y cols, 2000; Tepperberg J y cols, 2001; Weremomcks S y cols, 2001), han -

permmdo api carla hoy como una herramnenta valiosa en el d:agnostico prenatal
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6. ,Justiﬁc‘acién, |

| ’: La mcidencna de defectos congemtos en recién na(:ldos es del 2% al 3%, aunque menos del 1% esta'
'reiacronado con cromosomopatuas, en’ embarazos de alto. nesgo ‘aumenta el 0. 75% del nesgo basal esto

justiﬂca el mclmr un estudio de diagnéstlco prenatal rapldo y precrso para determlnar si: estan presentes - :: N

las aneupioudlas mas frecuent&s ,

La ammocentes:s es una de las tecmcas prtncnpales de diagnéstico prenatal que se llevan a cabo en ei

: Instl‘tuto Nacwnal de Pennatofogsa (INPer), ,y se realiza para obtener el cultwo de células de LA y' '

postenormente anahs&s cntogenet:cc por handas G, la obtenc;on de resultados con esta tecmca se lleva un’ .

; t»empo de 10 a 14 dias. La tecmca de FISH puede ser un gran apoyo para el dlagnostlco de las' - iF

K aneuplmdias mas frecueﬂtes en nucleos de interfase, puesto que los resultadus se obtzenen en un lapso :
de tlempo no mayor a 48 horas. ‘

Con. esto se- logrard, optimizar één més la atencién materno-fetal, puesto qué el tenér la Certeza del

f: dwgnost:co perm:te tomar las decrsuones pertinentes y bnndar un adecuado asesoramlento genetico a los
o padres temendc en cuenta ante todo la salud fetal ¥ matema ' V |
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o  7.Objetivos

- irfv‘loni:ar y estandanzar la tecmca de FISH en ammocntos no cultwados para la deteccién de. las aneuploidtas‘ B
- lnumencas de mayor incidencia dentro de la clinica de dlaQROStICO prenatal del INPer.

7 , w\?‘ahdar s fundamentar la apkcacmn de la tecmca de FISH en nuc!eos en interfase para los cromosomas‘ ‘ '

B 13, 18 21 X e Y, en forma pnmana ¥ de rutina para el dtagnostlco rapado de las aneupioiétas més'
frecuentes en apoyo ai dxagnosncc con citagenetxca ciasma ' ‘

8. Hipétesis

E! D;agnostu:o Prenatai por FISH proporcnona resultados - rapidos y confiables por !o cual €s: posﬂ:le

B 7 estabiecer el estudso pnmario en células en mterfase de hqundo ammotico
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9. Mafeﬁal y métodos

' Poblacién de estudio _
; Pacientes del Instttuto Nacmnal de Pennatologua que fueron refenclas para el estudio de ammocentesm
por embarazo de alto riesgo para cromosomopatia de septiembre de 1998 a agosto de 1999,

Criterios de Inclusion ,
Pac;entes que tuvieran alguno de los siguientes factores de riesgo o la combinacién de estos:
. _ Antecedentes de hijo previo con cromosomopatta de los cromosomas 13 18, 21 Xe Y
. Marcadores para cromosomopat:a identifi cadas por ultrasomdo ’
. Pacxentes con triple marcador alterado. |
« Edad materna avanzada.
.. 'Mlembro de Ia pareja con un rearreglo cromosomlco que involucrara a los cromosomas antes
‘\ mencmnados \ ’ '
'-: Angustla materna.

Cnterios de exclusién "
. Las muestras de LA hematicas, color café o aqueﬂas en donde no se observara el liquido -
amnidtico amanliorclaro.

e Las muestras de LA que al centrifugar el boton celular apareciera con tintes rojos.

El estudio fue ciego pues fa indicacién para realizar la técnica de FISH en las muestras de LA de las
pacientes no se conocia al momento de procesar la muestra.

9.1 Toma de muestra en amniocentesis

Ei sitio de puncuon se eligié por medio de una gu;a uitrasonograﬁca, se trato de evxtar !a punqon
transplacentana para evntar contammacnon materna. Una vez insertada la agula, se extrajeron los
V pnmercs 3 ml de LA y se desacharon para disminuir el riesgo de contammac:on con células maternas
" Posteriormente con una ]ermga dlferente se extrajeron 20 ml o bien un ml por semana de gestacion De
i jeringa de 20 m! se proporcnono una cantidad de 2 a 4 mi para procesar el FISH de acuerdo ala
cantldad de LA que era tomada
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Material y Métodos

. - muestras en donde se aplicaron los dos coctéles, se gotearon dos dreas para la hibridacion.

Para la eliminacién del c:toplasma las lammtl!as con fa muestra se colocaron en soiuc:on de pepsina al
10% en HCI 0.01 N a 37°C por 10 min, se lavaron en solucicn sahna de fosfatos (PBS) por S5miny

deshxdrataron en ak:oholes al 70, 85 y 100% por 2 min en cada uno.

Postenormente las preparacmnes se mcubaron a 37°C en SSC 2X por 30 min para su maduraaon, al

o "termmo de esta se deshidrataron en series de etanol al 70%, 85% y 100% por 2 mm en cada uno y se

. dejaron secar. ’

9.3.2 Desnaturahzacnén de la muestra
La desnatura!nzacwn del- matenal celular se realizé con formamida al 70% en SsC 2)( {28 mi de
formamida, '8 mi de agua destilada y 4 ml de SSC 20X) a pH 7.0 previamente calentada a 72°C por 3

msim.ttmsar se realizo un control estricto de la temperatura y tiempo de desnaturahzamon y se deshtdratamn .

~en etanol al 70%, 85%y 100% frios 2 min en cada uno y se dejaron secar al aire.

| 9. 3.3 Preparacién y desnaturahzacwn de ia sonda

Las sondas para los cocteles 13/21 y 18/XfY ya venian desnaturahzadas prevxamente y solo se colocaron
10 pl sobre la muestra. La sonda de secuencia Ginica para el cromosoma 21 se mezclo con agua

o brdestxlada ¥ buffer, 1;1 Zp.! y ?m respectwamente (10 ul en total) y se desnatural Z0 a ?3°C por 5

mmutos

9.34 Hibridacién ‘
La sonda se colocé sobre fa muestra con un cubreobjetos limpio de 22 x 22 mm, se sello con cemento de
_goma'y se dejo en cmara himeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 20 horas.

9.3.5 ‘Lavados Post-hibridacién
Al dia siguiente, se r'e‘movié'cvony cuidado el selflador y se retiré el cubreobjetos, las-laminillas fueron
lavadas en 50 ml de SsC 0 4X/NP -40 al 0.3% a 73°C por 2 min y posteriormente en 50 ml S5C 2X[NP-40,
al D 1% a temperatura ambnente no mas de 1 min, se dejo secar la laminilla al aire en la oscuridad y.se
agregé como contratincion 10 ul de DAPI/Antifade, se coloco un cubreobjetos, se sellaron con cemento de
| 'goma para su pastenor analisis en un microscopio de epxﬂuorescenc;a (Olymp&s"“), con los fi itros .
(Chroma“"} que se :ndlcan en el 51gu1ente cuadro:
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Filtros utilizados para el analisis por FISH (Chroma™)

Filtro o Color ' ~ Longitud de Onda
S (nm)
. Bandalnica  Rojo ~ 550-570
* Banda (nica o Verde - 491-515
T Azl | 350456
Triple banda Verde - 491-515
: ' Rojo ' ’5509570 :
, Azul ’ 350-456
: o Verde . 491-515
- Cuadruple banda Rojo | 550-570
Aqua o 432-472

‘ 9.3.6 Controies posltwos Y negatwos para la tecmca de FISH

R ‘Por cada tres muestras que se corrieron, al mismo t:empo se utilizd un controi negatwo que fue una

; yiammma con ammocitos cultivados de un varén. ‘normal y €l control pos;two fue una preparamon con
céiulas de LA tnplmdes cultwadas de la casa comercial Vysis™, de estos controies se anahzaron de cada |
uno 50 celu!as ‘

937 Cnterlos de Analisis

o Los crttenos de anal;szs fueron establecidos de acuerdo alos prepuestos por Hogge Y cols {1996):

-

..

. Mmlmc 50 celu as exammadas
« Nucieos con bordes nitidos

Nucieos ccn sena{es de intensidad y tamafio sxmﬂar. ‘

* Se descartaron los nudeos que estaban sobreiapados ;
- Los: nucleos con’ Ia sena¥ partida’ en dos con una distancia menor al tamafio de la senal ¥ que .
estas. fueran del mismo tamafio se tomaron como una sefial. , :

‘Los nudeos con senal partxda que tenfan una d:stanc*a del tamafio de la misma entre sise tomo

comct das sefiales. ;
Resultado normal 80% de celukas €on un namero de senaies normales
Resultados anormales: 70% de las células con un ndmero sefiales trisdmicas o monosomicas.

la figura 4 resume fa metodologia de citogenética clasica y FISH en el presente trabajo. i
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ANNICCENTESIS

CARIOTIRG
BANDAS GTG

CITOGEMETICA
MOLECULAR
FISH.
INTERFASE

TRATAMIENTO
DE AMNIOCITOS

L

HIBRIDACION
¥ ANSLISIS:

RESULTADO
POR FISH

Fig. 4. Diagrama de la metodalogla de FISH v Citogenética clésica en LA.
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Resuitados

10, Resultados

‘Se procesaron 39 muestras para este traba]o, los resultados de FISH se obtuweron dentro de las pnmeras

- 48 a 72 haras de haber rec‘bldo la muestra; mxentras que el resultado del cariotipo se obtuvo en un iapso '

| 'de 1{) al4 d;as El numero de muestras a las que se aphcaron Ias dlferentes opgiones de tlpo de sonda 5 -

S muestran en la tabta srgurente

Tabla 3. Niimero total de muestras y sondas uﬁlizadas

NGmero de j |
‘muestras - Sondas Utilizadas
(n=39) o '
» Sonda de secuendia tinica para el
o cromosoma 21
5 Coctél de Sondas de secuencia (nica para
. - los cromosomas 13721
7 Coctel de Sondas centroméricas para los
) v -cromosomas 18/X/Y .
‘ Coctél de Sondas de secuencia Unica para
i8 los cromosomas 13/21 y Cacte! de Sondas
: centroméricas para Ios cmmosomas 18/X/Y

Las 39 muestras anahzadas fueron obtenidas- de pacientes con semanas de gestac:on diferentes, estas -;
: semanas se catcuiaron por-ultrasonido. El analisis por FISH fue extenavo a todos los nucleos presentes en -

. la muestra, por eso se reporta un nimero variable.

. En la tabla 4 muestra la poblacmn de estudio, la edad gestacnonal 1a indicacién por la que fueron '
3 refendas 1as pacuentes, el resuitado de FISH, el nimero de nucteos analizados yel cartottpo
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Tabla 4. Poblacién de Estudio.

| Resultados de

' T Indicacién para el . A Ni;éieos . :
Muestra  SDG | “estudiodeFisw | Sondautiizada | Tegy | Analizades |  Cariotipo
C [T e Triple marcador o] ‘ i
1 265 | positivo para - Coctél 18/xy | Deope s 8 46, XY
' , cmmdscmopatfa B
: o _Antecedentes de . ; R , » ‘
2 263 hijo previo con CeCoctsitgxy | DSORElS 105 46, XY
o cromosomopatia ’ ) )
3 .| 152 | . BWA | e Coctél 13/21 Trisomia 21 - 88 47,3 421, |
"""""" T riple marcador ; , SR
4 19 positivo para « Coctél 13/21 | Disomia 13y 21 112, 46, XX
: ‘cromosomopatia ' ‘ ‘ :
5 16.1 « EMA "« Coctél 13/21 Disomfa 13 y 21 99 46, XY
. ° . H .
6 19.2 o - Angustia Materna « Coctél 1321 : Disomia 13y 21 124 46, XY
7 ps | WSperavisoma o, cocel 18y Tsomia 18 145 46, XX, +18
8 17.2 . EMA . %%’x‘gg’m " Disomia2t - 108 46, XX
9 19.1 « EMA ’Sei”af_':’g ;‘;‘ica Disomfa 21 106 46, XX
- , e —

T 175 |« EMA | * se‘:;:rgcggi“ca» Disomia 21 98 46, XY
L 18 . EMA PSRN | Disoma2t | 102 a6, XY
12 166 | o EMA Paceiirbra Disornia 21 110 46, XY
13 193 | « EMA e a | Diomk2t |55 46, XY

14 23 | « EMA ol | NOINFORMATIVO | 100 46,XY
""""" | ' ~ ‘ T bisamia 13,18 | ., '
o« MUS para o Coctél 13/21 13,18 1 paqsp .
15 276 | cromosomopatia oCoctd 187y | OmA | gggagnyy | X%
SR T EMA . Coctél 13/21 | Disomia 13,18, 21 |
i 016 16.3 o MUS para o rk] 1R P : e 120 46, XY
R ’ o cromosomopatia « Coctél 18/X/Y P XY ' o
Lo 18 . BMA o Coctsl 1gpyy | DR 1S 116 46, XX
' ' , v v
18 192 | « EMA "Se";;';‘ﬁgg'fca  pisomia 21 120 46, XY
" * MUS para « Secuencia linica ' ' .
19 8 " Hromeeemapatia a2l | NOINFORMATIVO 120 46, XX
Lo 18 | . EMA .%ﬁfgﬁé Disomia 23, 18, 21 100 46, XY
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B

7 pa G e a ,':Intticac:lén para | el ' Resultados de Nicleos o
. Muestra ' | SDG estudio de FISH - Sonda utllizada ~ FISH  Analizados Cariotipo
T , "« Padre portador de | .. ] o k
: N » Coctel 13/21 ‘Disomia 13, 18 21 .
1 - 20, ¢ s
2 B « Coctél 18/X/Y XY 100 46, XY
o 76 R ‘ «Coctél 13/21 | Disomia 13, 18,21 | 100 (13/21) A '
o « o Coctél 13/21 | Disomia 13, 18, 21 | o
\ AU «Cocté| 13/21 | Disomia 13, 18, 21 | e
24 -16.6 o EEA . C ‘l 1 18/X7Y Xy ¢ 100 46, XY
o « « Triple marcador - Disomia ’”18 A R
.25 194 _ positivo para o Cocté! 18/X/Y °XY 100 46, XY
P _ cromosomopatia o : E
e 6 o MUSpara «Coctél 13/21 | Disomia 13, 18,21 |- 120 (13/21) 46, %X
cromosomopatia » Coctél 18/%/Y XX 100 (18/X/Y) o
R ‘ - «Coctd 13/21 | Disomia 13, 18,21 | ~
L2 17.3 - EMA Sl 1Yy 100 46, XY
, ~ .. | Disomia 13, 18 T
; wt » MUS para o Coctél 13/21 | “20 70 ! .
= 316 cromesomapatia Coasligpgy | Teomia2l 150 47,36 421
e e T EA T o e
R s , = Triple marcador ~ » Coctél 13/21 ‘Disomia 13, 18, 21 : ‘
! 29 17.5 * positivo para o Coctél 18/X/¥Y XY 100 46? XY
cromosomopatia | o
R - T T 3 e -
. : i e Coctél 13721 Disomia 13, 18, 21 . .
205 . EMA - JCocs 18y | v 100 46, XY
B o MUSpera N T Disomia 18 e
: 3t 1 (184 . cromosomopatla | Coctal 18/X7Y Monosomia del X 1e 45 X
S P ‘ Coctdl 13/21 | Disomia 13, 18,21 | 120 (13/21) P
S 7] . EMA CCocdl 1BXY | XY 100 agxyy | XX
IR U R S « Coctél 13/21 | Disomia 13, 18, 21 T
33 | ,16.2 s EMA o Coctél 18/X/Y } . }0{[ 100 f 46, XX
C 341 196 e EMA | eCoctél 1321  Disomia 13y 21 105 a6, XY
e T TR B R T e
I . EMA . Coctél 18)Y | o 120 46, XX
- e "F?’adfe portador de T o -
- ; . Disomia 18 45, XY,
- 16 rearregio (e Coctél 18/X/Y o 100 | deraa i aioiato)
RS sttt S AU : — S L
A T e Cocté 13/21 | Disomia 13, 18, 21
37 19.4 « EMA ‘ ; oCOCte 18{XfY }{Y’ !
e S — . s . 5 et it e vt s e e
O ag . H;]c previn con »Coctel 13/21 isnmua 13, 18 21 |
& 38 B 164 " crorosomopatia » Coctél 18/X/Y XX 100 { ’ 46, XX
T » Triple marcador , - : §
39 e 17.2 v positivo para ¢ CcooctCEI 1183 !‘%}Y Dtsom&a};(t):(i, 18,21 120 ; 46, XX
: cromosomopatia

EMA Edad Matema avanzada, MUS- Marcadores Ultrasonograficos, SDG —~ Semanas de Gestacrén
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| ‘Resuitadvos'

Las mdacamones de tas muestras que fuercm referldas se resumen en la tabla 5o que indica que la
mayona de eilas fueron referldas por EMA

Tabla 5. Factor de riesgo por el que fue realizado el estudio de FISH |

, ‘Nﬁméro de - |
Factor de riesgo - muestras
v o , (n=39)
Edad Materna Avanzada | o 22 :
Marcadores ultrasonograficos para 6
“cromosomopatia
Triple marcador alterado = A 4
Hijo previo con cromosomo‘patia S 2
' EMA + Tripie marcador alterado 1
EMA + Marcadores ultrasonograﬁcos o i
para: cromosomcpatla
Portador de re‘arreglo cromosémico 2
Angustia materna - 1
Total . 39

e Solo dos muestras (}e | estudio en las que solo se utthzo la sonda de secuencia {inica para el cromosoma

. - ;,"21 fueron no mformatwas, una por no haber hibridacién (muestra 19), v otra porque presentaba muche

cttopiasma 10 cuat lmpedta ver la senal con claridad en los nucleos anahzados {muestra 14).

e ‘ﬁPor tanto de los casos anahzados por técnica de FISH mformatwos, 32 casos fueron nonnales (F'g SAf : o

L SB 5C Y SD) mxentras que !os 5 restantes fueron pos;twos para aneuplordla (Fig. EA, 6B y 6C) lo que‘

repreﬁenta un 12, 8% dela pcob{acson de estudmo, este resuitado fue eonnhorado con el cariotipo como. o

; 3 ]}lndlca latabla4
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Tabla. 6. ;Mp{e‘s‘vtrés M‘onnsémicas y Trisémicas por FISH y anormales por cariotipo.

. H ] | i
| Muestra | SDG ! - Sonda i Monosomia 1 Diéohtia ' 1 Trisomia | Cariotipo
30 2 B 0 | #S Y 47, %%, 421 |
‘ o2 0 % 227 - 852 : ’
7 ms | x| 0 | 668 | 0 | 46XX+18
TY e T e e
13, 32 | 27 | 0
| T [ s T 0 T,
15 (276 [ 18 | 2 e T2 47, XX, +21
oL x oo e 2 |
Y 1o o0 | 0
P13 0 | 5741 0
| T2 7770 T T e T A
28 316 | 18 0 54.6 ‘ 0 47, XX, +21
g o [ e6 | 0 |
A2 I T R R R
) - T T 0 [T T o
320 184 | x| 10 | o | o 45,X
Il 4»/ R A

' En las muestras ? y28a pesar de tener un porcentaje muy bajo de hibndacuon debxdo al presenc:a de

Y Lcatoplasma, se pudo detec:tar la aneuploidia.

| La muestra 36 que tuva un resultado normal por f—}SH pero el canotzpo revelo una alteraden estructural
45, }(Y der(14; 21)(q10 ql0)- que no mvolucro a nlnguno de los cromosomas que fueron evaluados en(

. esta muestra

Es 1mportante mencmnar -que las muestras 1 (Fig. 7A), 2 (Fig. 7C), 16y 1? que presentaron menos del

o cromosoma y los dommros de htbrkdadon se tras!apaban

~; ?0% de- hlbndacmn para el cromosama 18 debido a gue se observo la sefal muy dispersa de estev ‘

‘ 32} :



Resultados

Los resultados de las muestras mformatwas con Ia sonda de secuenua dnica incl uyeron & para el 21

o ~'(Tabla 7), con el coctel de sondas 13/21 (Fig. SD Tabla 8), con €l Coctel 18/X/Y (T abia 9 y Fig 5A, 5By .

: Q‘SC) y con ambos Cocte es, 13/21 y 18/X/¥ (Tabla 10 y 11), no se contraponen con los resultados del
canotlpo, por tanto no hubo nzngun falso posrtwo ni falso negatwo enel estudlo



Tabla. 8. Port:’enfaje'de hibridacién de muestras

Tabla. 7. Porcentaje de hibridét:ién de 'mue'strays dislémicas para e )
L - ,disémicas con el Coctél 13/21

“la secuencia Gnica del cromosoma 21

%% de Células

% de

- Iy . con 2sefiales | . . .. | ; b ‘ : 5 b
* Muestra SDG s o0 | Cariotipo ; | Celulas con
: | para cada P Muestra SRG | Sonda ‘| 2 sefiales Cariotipo
- sonda | : . | paracada
8 172 | 953 46, XX | - _Sonda ~
' , I - 13 - 883

19.1

905

46, XX

10

17.5

46, XY

11

18

46, XY

13

19.3

a6, XY

12

16.6

18

19.2

86.6

19

21

875 .

16.1

13

97.9

21

97.9

46, XY

19.2

13

- 95.9

21

- 97.8

46, XY

34

19.6

46, XY




Tabla. 9. ,",d'f‘?éf",t?jé',de Seifiales en Mues;rarspi’;sémicas' para el 18 con ¢o‘mplemento XXo)w

T T deCliulas | % de Células SN
| Muestra  SDG j Sonda | con lsefialpara  con 2 sefiales - “Cariotipo

| .cadasonda | paracadasonda

! " 7 N

ety ki et e

- 46, XY

L2 3 | x 014 Y 46, XY
| — TR R
r TR T B 64.6

17 1 x 0 78.1 46, XX
L Y 0 0

e e -

25 194 | X 100 0 R 46, XY

- — — o

- 36

16

45, XY, der(14;21)(q10;910)




 Tabla, 10. Porcentaje de Sefiales en Muestras Disomicas 13,18, 21, XY..

' Muestra '

sDG

; Células con -
1 sehal’

nda

16

17.3

TR ———
[

BRI
T s

20

18

S ———

i %de |

-1 2seiiales
. paracada -

Y% de
Células con

i Cariotipo
paracada |
_sonda |

K
< i

21

204

§ ! 100
13 e
a1

=y

i
HV
e !
Eo

i
Y
o

2

166

95““ - 46, %Y

| Muestra

SDG

Sonda | 18
.| paracada

| Células con
. 1 sefial

““w\é ; oﬁ’wde . I

Células con

- -2-sefiales

para cada
sonda

‘ %de e e

Cariotipo

~sonda

13 o | 100
21 0 e
27 17.3 T 46, XY
]
w00
R | T 100
29 175 1 18 | 1 . ® 46, XY
[ x L0 o
Ly w0 | e
\\\\\ R B
Lo 0 L os !
30 205 | | 89 . 46XY
| ;., R 6—M -

194

100

46, XY
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© Tabla. 11. Porcentaje de Sefiales en Muestras Disomicas 13, 18, 21, XX.

bﬁijestra

- $DG

L Y%de

- Células con |
.| Asefial para |
I cada sonda

]
!
1
i
}

Sonda

"33

186

 Célutas con
2 sefiales
sonda .

972

ode |

. | Cariotipo
D paracada o

46, XX

| Muestra

. sDG

S
i Sonda !
.

_ Y%de
Células con
| 1 sefial para
cada sonda

‘2 sefiales
para cada

| Cariotipo -
sonda | ‘

- 33

16.2

100

100

90 46X

46, XX

35

17

. 176 - e , 95
.MY N e A‘ T }
a0 M?; 93 J

2

2

16

46, XX

32

17

T -
L 13 L 100
o 100

38

164 ‘

s

00 | 46X

>
ol wiNn o

3

17.2

100 5

93 i

100

ol ol ol ol o
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Flgura 5. Amniocitos no cultwados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)z‘x (verde)/Y
(naranja), se muestra la disomia 18 y el complemento XY (5A); Amniocitos no cultivados con el coctél .

 de sondas centroméricas 18/X/Y en fase G2 del ciclo celular, se muestra la disomia 18 y el
“complemento XY (5B); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18/X/Y, se
muestra la disomia 18 y el complemento XX (5C); Amniocitos no cuitivados con el coctél de sondas
de secuencia (nica 13 (verde)/21 (naranja), se muestra disomia para los cromosomas 13 y 21.
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Figura 6. Amniocito no cultivados con el coctél de sondas de secuencia Unica 13 (verde)/21

(naranja), se muestra disomia para el cromosoma 13 y trisomia para el 21 (6A); Amniocito no
- cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)/X (verde)/Y (naranja), se muestra la

trisomia 18 y el complemento XX (6B); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas
centromericas 18/X/Y, se muestra la disomia 18 y monosomia de crormosoma X (6C). S
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-Figura 7. Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)/X {verde)/Y
(naranja), donde se muestra la seffal que corresponde al cromosoma 18 (aqua) y al cromosoma X
(verde) dispersa en el nlcleo de fa izquierda (ZA); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas
“centroméricas 18 (aqua)/X (verde)/Y (naranja), en la muestra que presento monosomia del X se
observa un campo donde las sefiales del 18 y X se observan dispersas (7B); Amniocitos no cultivados
con el coctél de sondas centroméricas 18/X/Y, donde se muestra la sefial aqua que corresponde al
cromosoma 18 (aqua) y al cromosoma X (verde) dispersa en el nicleo de fa parte superior (7C).
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Discusion

11, Discusién

En Ia hteratura no se reporta un niimero estandar éptimo de nudeos anailzados, algunos autores sugteren‘ -

/ un mmlmo de 50 nucleos (Hogge A, y cols 1996), mnentras que otros reportan hasta 30 nicleos, (Jalal
{SM y cols, 1998) por lo que en el presente trabajo -se. analszaron todos los nucleos que fueronf
observados (55. a 150 nucleos) En 2001 la’ Asoqat:lon de Cltogenetistas de Gran Bretana sugnere que el -

‘ janahsls por FISH en ammocttos no cultlvados debe ser de 30 celulas por cada sonda

‘ Se propone que uno de los’ factores 1mport:antes que influyeron en la hrbrldaccon podrza ser la edad
. gestacrenal pues. las muestras 7y 28 presentan menor porcentaje de h;bndar:lon debido a que. Ia gran :
\mayona de las celulas teman c;toplasma y no pudo penetrar la sonda, aunque se mcluyeron en el estudno' - ,
: ; porque se. pudo detectar la aneuplmdla Se suglere que. esto se atnbuye a que la plel del feto se :

' \queratmiza ccnforme avanza la edad gestaqonal (Mﬂunskv Ay cols, 1990 Larsen W 1997)

Phﬂkp y colaboradores (1994) Y Spathas y oolaboradores {1994 reportan que no es recornendable hacer

FISH a edades gestacnonaies tardxas por la gran cant:dad de células cormﬁcadas -que hay, lo cual :mmde

o funa buena penetracton de Ia sonda enel nuclea obtemende resultados na informativos.

‘ Péf cifra' paite, eh aigunas ‘muestras,‘ aunque. tenian edad gestacional simitar se encontraron difeféncias o
- en Ios porcenta;es de hlbndacton, esto se puede atrtbuir a factores estacastlcos gue escaparon de nu&ctro‘ _
,‘ contml como la presencua de catoplasma, ya que fue el mayor problema para Iograr un porcentaje alto de' |
' o h;bndacson por lo que se ;)resento un poroentaje variable de eﬁcuenaa de habndac:on. La ephmtzacmn del‘ =
; pretrammiento de las muestras con proteasas (tnpsma Yy pepsma) en las ceiuias de. llqmdo ammotlcoz
]ayucia aquela sonda ‘penetre adecuadamente, Ya que este tratamsento permitno que ka gran mayoria de .
las células quedaran l;bres de cﬁ:oplasma Ademas, se reporta en la l“teratura que hay grandes dtferencrasff
o entre !os amniocitos cultwados y no cuitwados, como son el tamano del niideo que es mas pequeno y la V
~ cantidad de c»topiasma es mayor en los amniocitos no cultwados que en ios cultlvades (Cacheux v y‘
| cols, 1994). Sm embargo pese a que algunas muestras no tu\neron e! 100% de hnbndaczon, 37}39'

- muestras (94. 8%) de fa poblamon de estudlo fue mformatlva

. Aunque antermnnente existian cuertas limitaciones, como la baja senstblhdad y especificidad de ias sondas

eXIStentes de ADN, el mepramsento ehla estandanzacmn de reactrvos Y protocolos Junto con la exactltud

I ‘reproducrbthdad y conﬁab;hdad det andlisis por FISH debido a la alta especrﬁadad y sensrbmdad de las"‘

sondas y la eﬁclenma en la detecc:on de hibridacién, han. permltido hacer el diagnéstico precxso y
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Discusion

. confiable.

S En este trabajo se prefirio- usar por su alta especificidad e informatividad sondas de secuencia tnica para ;

"o los cromosomas 13y 21 pues como se cita en reportes prevuos, las sondas centromencas cx-satehte para o

o 105 cromosomas 13 Y 21 no permlten que sean diferenciados en nucleos en mterfase Ademas de -

L ‘reportarse en Ia hteratura que debido a pohmorf“ smos puede variar. el tamano de las secuenc:as Y por

~tanto algunas senales no pueden ser detectadas por ser mas pequenas o con mtensu:lad ‘débil (Verma RS
: y cols 1992 Bossuyt PJ y cols 1995 Cacheux v y cols 1994)

‘ Cnn respecto a las sondas centromencas dei cocte 18/)(]Y se presentaron a!gunos probiemas de

- mterpretaaon con referenc:a al cromosoma 18 -pues como se observo en Ias muestras 1 2,16y17 (Fig. "

AEEE 7A-C) presentaron ka senal muy dlspersa, pues el porcentaje de senales disomtcas fue de 67%, 78%,

5% \'} 64.6% respecnvamente y se reporta que en ammoatos no cuitwados Ia sena& Hega a ser dlfusa a
‘ ,chferencia de !os amnloc:ttos cultwados (Cacheux Vy cols, 1994)

k ?Can respecto alas muestras 7 y 28 aunque hubo un porcentaje de hlbndamon ba}o debxdo aque la gran

o mayona de las celulas teman cztoplasma, se mciuyeron en el estudlo porque se pudo detectar fa

: janeuplotdia.

i ‘,En este traba}o solo Ia muestra. 36 reporto un resultado 45, XY, der(14; 21)(q10,q10) que no fue

| ; ‘;detectado por FISH deblde a que para ‘este caso, solo se utilizo el coctel de. sondas 18]X/Y, en el\'
o *dlagnostlco por FISH no hubo sospecha de la presencia de algun mosaico que mvolucrara a alguno delos -

o :cmmosomas estudtadcs en el presente trabajo.

E “_El ex:to de la aphcacmn de FISH multlcolor en células de mterfase €s.una gran herramlenta para -el

e fdlagnomco prenata! pues se requnere poca muestra de LA para el ensayo y los resuttados se obt;enen en

‘ ;',corto tiempo, ademas de que se pueden detectar mumpies blancos en un solo ensayo io que permltek

SR acortar ei tlempa para dar un dragnostlco prehmmar
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Conclusiones

~ 12. Conclusiones

- & El FISH representa una tecmca mvaluable para el dlagnosuco cntogenetsco clinico, pues es un
N metodo que propormona resu}tados en corto tlempo y que reqwere de poca cantidad de muestra
o para llevarse a cabo el estudio.

V . La técnica de FISH en ammacltos no cultivados es una hermmtenta en el dxagnost:co prenatal
B rapida y confi abie para Ia detecmon de las aneup loidias mas frecuentes

- . Se propone que un factor importante que. mﬂuye en el extto de la técnica de FISH es Ia edad
gestac:onal por lo que se suglere hac:er el FISH a edades gestac:onales tempranas

e Se piantea‘el issd de esta técnica ante la sospecha o altd riesgo de cromosomopatia y se requiera

: de un dtagnost co rapldo para una mejor ducumentac&on del caso y un manejo obstétrico optsmn’
 parael bmomto matern&fetal o '
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