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Resumen 

Resumen 

En la población general del 2 al 3% de los recién nacidos vivos presentan defectos congénitos, de los 

cuales el 0.5% aproximadamente están relacionados con cromosomopatías (LuthardtFVl y cols, 2001), 

el 9S%deestélsúltimas son aneuploidiasque Involucran a los autosomas 13, 18, 21y los cromosomas 

sexuales, Xe y (Divane y cols, 1994). Es de gran importancia diagnosticar estas aneuploidias en 

embarazos que presenten indicadores de alto riesgo para cromosomopatías, a fin de brindar un 

asesoramiento genético adecuado. 

En . el Instituto Nacional de Perinatología(INPer) se realiza la técnica de amniocentesis y cultivo. celular 
. . 

para. obtener el resultado citogenético fetal por bandas G en un tiempo aproximado de 10 a 14 días, esto· 

. justifica la aplicacióll ·• de un estudio ~ diagnóstico prenatal· rápido y confiable para determinar si está 

presente unacromosomopatía fetal; En .Ia última década, la técnica de hibridación in situcon 

t1uoÍ"~encia ;<FISH) ha sido utilizada como una herramienta de citogenetica molecular que perfi1ite la 

detección de aneuploidiasen céJulas en m~tafasee interfase en un tiempo no mayor a 48 horas. 

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar la técnica de FISHen amniocil:os no cultivados y detectar 
. . 

aneuploidias mas comunes utilizando sondas para los trOmosomas 13 (13q14), 18 (Dl8Zl), 21 
~ . 

(2lq22.13-q22.2), X (DXZ1) e Y (DYZ3) de la casa comercial Vysis. la población .de estudio se integró por 

39 paciOOtes que fueron referidas por la consulta de. Genética· Prenatal del.INPer para amniocentesis por 

embarazo de altor'iesgopara crol11osomopatías en un periodo de 1 año. Se aplicó la técnicadeF.fiSHen 

las muestras de líquido amniótico para detectar las aneuploidias antes mencionadas y los criterios para el 

análisis Por técniCa de FISHse basaron en lOs propuestos porH<>gge y col¡:iboradores (1995). El resultado 

obtenioQ por FISHfue comparado con el estudio de citogenética clásica por bandas G. Los resLlí~dos 
obtenidos por FIStf toncordaron .con los de citogenética dásicaen 37 muestras,. dos fuerdn no 

. . 

.. informativas debido a la presencia de citoplasma lo que impidió un análisis confiable. 

Es importante menc;ionarquela eficiencia de hibridación fue mayor a menoredadgestacionalde las 

.. muestras de líquido . amniótico proc:esadaspor FISH. Con esto se concluye que la técnica .de .FI$Hen 

amniOdtos no tultivados es una herramienta confiable para la detección de las aneuploidias mas 

frecuentes, además representa una técnica invaluable parata citogenética clínica debido a que 

proporciQna resultados. en· corto tiempo y requiere poca cantidad de muestra para realizar el estudio •.. 
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Resumen 

El establecer de manera inicial la técnica de ASHpara el diagnóstico prenatal en embarazos de alto 

riesgo para las aneuploidias más frecuentes podría optimizar la atenaón materno-fetal, puesto que el 

. tener un diagnóstico temprano permite proporcionar un asesoramiento genético adecuado. 



Introducción 

1. Introducción 

En lapobladón general del 2 al 3% de los recién nacidos vivos presentan defectos congénitos, de los 

cuales el.O.5% aproximadamente están asociados a cromosomopatías (Luthardt·FW.ycols, 2001), el 

95'% de estas, se relac/onancon aneuploidias que involucran a los cromosomas 131 18, 21¡ X e Y (Divane 

y cols. 1994). Aunque el porcentaje es bajo, representa un número importante de· familias con riesgo de 

tener un hijo enfern1o, además del impacto emocional, familiar y económico· que esto Implica. El saber 
. .; ,: 

qu~ tipo y presencia de la . alteración permitebdndar a la pareja.la posibilidad de conocer los ~Icances de 

laenfermeclady las opciones de manejopre y/o postnatalesexistentes. 

1.1 Definici6n de Diagn6stico Prenatal 

El diagnóstico prenatal (DE» permite comunicarse con el feto para conocer su estado de salud¡ mientras 

que el diagnóstico citogenético. prenatal proporciona información del estado cromosómico del feto. 

· 1.2 Aspectos históricos del Diagn6stico Prenatal 

A medida.que la nueva tecnología permitía acceso al feto, se. avanzaba en el diagnóstico de la condición 

fetaL. En 1952, sepáldica la amniocentesis -que es el procedimiento para .obtener líquido amniótico{LIl) 

· porpuncióntransabdominai-con un propósito. diagnóstico: el estudio de la eritroblastosis fetal. En 1956 

. se .. determinÓ por primera • vez el sexo del feto por análisis· de la cromatina sexual del cromosoma· X . 

(Análisis delCorpúsculode Sarr) en LA. S desarrollo durante esos años de l8s técnicas citogenéticas yla 

determinación delcariotipo· humano/inducen a Fuchs y PhlUpsen 1963 a practicar los primeros cultivos 

· conelcomponenteceJulardel lAl de esta formase logran, entre 1965 y 1966, los primeros cariotipos 

fetales a. partir :de células de líquido amniótico y dos años después se efectúa el primer diagnóstico 

prenatal deanomaUas cromosómicas. A partir de ese momento queda abierto el camino para la 

investigación cromosómica del feto y durante mucho tiempo, la expresión diagnóstico prenatal se hizo 

sinónima de diagnósticocromosómlco (Carrera JM y cols, 1990). 

La. introducción de .Ia ultrasonografía bidimensional en obstetricia. signiflCÓ por primera vez la posibilidad 

. de estudiar el fenOtipo fetal. Los primeros equipos tenían una escasa definición y el diagnÓStico de los 

defectos CQngénitos quedaba limitado a las anomalías más gruesas como laanencefalia. Hoy en día la alta 

resolución de los equipos de ultrasonido es un gran apoyo visual para los procedimientos diagnósticos 

.como la amniOcentesis,puespermlte detectar un gran porcentaje de. las dismorfias fetales. 
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Introducción 

En los años 80 ' s gracias a la fetoscopia no solo fue pOSible ver directamente el feto, sino también obtener 

sangre> fetal o biopsia directa de piel para cultivo celular o estudios enzimáticos,lo que permite el 

. diagnóstico degenopatías fetates. Cuando parecía que los pr~imientos endoscópicos se convertirían en 

los elementos fundamentales para Qar soporte al diagnóstico directo del feto, en 1983, se demostró que . 

es pOsible la obtención de sangre fetal sin fetoscopia, mediante la punción directa guiada por ultrasonido 

de los Vasos del cordón. El. desarrollo. de estas técnicas de diagnóstico prenatal, originaron grandes 

·aval1c$ paraladetección de anormalidades cromosómfcas en el feto. 

1.3 . Técnicas empleadas para estudio citogenético prenatal 

Las célulaS fetales para realizar estudio dtogenético prenatal, se pueden obtener por biopsia de 

vellosidades coriales(8V(:),cordocentesis, orina fetal y fluidos de atesoramiento corpOral fetalanorrnal 

como ascitis, derrame pleural, pericárdicoo bien higroma quístico y amniocentesis,que es el 

procedirnientode ·diagnóstico prenatal mas utfllzado en México. 

1.3.1 . Amniocentesis 

La amlJiocentesis se emplea por primera vez en Alemania en 1880 para tratar el polihidramnios y en 

1937, se utilizó para introducir solución salina hipertónica para la interrupción del embarazo, pero no fue 

sino hasta Jos años cincuenta cuando se utilizó para la detección de enfermedades genéticas; En 1956 se 

determinó el sexo fetal por análisis del corpúsculo de Barr en LA, enl966 Steele y Bregrealizaron estudio 

. citpgenétícoen LA y en 1967 Jacobson y Barter detectaron la primera· anormalidadcromosómica: una 

transtocación bata"ceada entre dos cromosomas del grupo D .. En 1968 Valentin y. Nadler··en forma 

independiente detectaron un feto con síndrome de Down y confirmaron sus haJ1azgos después de la 

interrupción del embarazo, en.el mismo año diagnosticaron la primera defICiencia eniimática 

(galac:tosemia) y en los siguientes años} múltiples investigadores dete$ron diversos padecimientos 

cromosómicos y metabólicos, pero hasta 1970 se concluyó quelaamniocentesis proporcionaba una 

exactituddiagnóstl~ aceptable con riesgo relativamente bajo de el'TQr, a partir de entonces se estableció 

este .prOCedlrnfento. como parte integral· de.1 Cuidado obstétrico moderno (Carrera JM y col8, 199Ó; 

. Milun8ky Ay cols,1975). 

La amniocentesis se realiza habitualmente entre la 15 a 18 semanas de gestación por punción 

transabdo.rrUna.1 y bajo guía ultrasonográfica contrnuarto queperrnite corroborar la edadgestacional, 

detectaranQrmaHdades de embarazo, cantidad de LA, malformaciones fetales y gestaciones mÚJtip1es. La$ 
células presentes en el LA son cultivadas para estudio citogenético o molecular, mientras que el 

sobrenadantese utiliza pata estudios bioquímicos. El riesgo de pérdida de embarazo por estatécnlca es 

de 0.5%. (Milunski y 0018, 1990). 
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La obtención del LA durante. el primer trimestre entre la 12 a 14 semanas de gestadón(SDG) se asocia a 

un mayor riesgo de pérdida del embarazo comparativamente con la· amniocentesis del segundo trimestre 

(15a18 SDG). Además entre laS.15 y 16 SDGel útero es más accesible y contiene suficiente LA (200-250 

mi) .10 que permite aspirar un mililitro por SDG hasta 20 mi para el estudio, mientras que en 

amniocentesis. temprana se obtiene 1 mi de· LA por SDG. Por otra· parte, el LA de edades gestacloflales 

tempranascqntiene muypbeas células, de las cuales solo del 20 a130%500 viables y por lo tanto hay 

pbcoexitoenel cultivo celular. (Milunsky A y cols, 1990; CarreraJM y cols, 1990). El resultado del 

cariotiPo por medio de esta técnica 5eobtiene· entre los 10y 14 días, sin embargo los cambios y avances 

tecnolc5gicos han generado la oportUnidad de obtener información citogeneticaen menor tiempo, hace 

mas. deunadecadala hibri.dación in sltucon fluorescenda (FISH)se introdujo como una herramienta 

impo~nte en el diagnóstiCo citogenétlco moleCUlar, apoyando con evidencias: a la Genética CICnfea, 

gracia!; a estpsavances, se ha desatrolladoel Qlagnóstico prenatal multldlsciplinariopara el mejor manejo 

. del· binomio materno-fetal. 
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.. IntroducciÓn· 

2. Liquido Amniótico 

2.1 Función 

El líquldoamniótíco (LA) proporciona un número importante dé funciones para el desarrollo del feto,este· 

proporciona protección al feto· del trauma como la compresión del ambiente intrauterino.· Además, una 

cantidad normal de LA origina un ambiente de ingravidez lo· que permite el desarrollo del siStema 

músctllo-esqueléticopor actividad fetal .. y es también importante para un buen. desarrollo del sistema . 

pulmonar ydigestivo del feto. la ingestión de LA permite un crecimiento fetal normal y contrib!JYe del 10 

al 15% del peso fetal; proporciona estabilidad térmica y reduce infecciones por sus propiedades 

bacteriostáticas¡porló que es imposible un desarrollo fetal normal en ausencia de LA . 

. la magnitud del Intercambio del LA no es bien conocida .. Se han empleado diversas técnicas para calcular 

su volumen y sus resultados son similares al emplear métodos de dilución, COo materiales radioactivos o 

diferentes químicOs, de acuerdo a estos estudios,a las 14 SDG existe un promedio de 111.3 mi ya las 16 

SDG Un promedio de 207.2 mi (Milunski A ycols, 1990). 

2.2 Origen 

la formación y circulación del LA aún no se conoce claramente, parece que tiene Un origen mixto, 

(CarreraJM y cols. 1990), pues procede de células del amnios, que forma parte de las membranas y 

recubre también Iaplacentay el cordón. El· feto que contribuye con su excreción y también a tra~s de su 

piel (trasudaciÓO),de su conducto traqueobronquial (eliminación de secreciones) y por trasudacióo de la 

sangre materna (Milunsky Ay cols.1990). 

2.3 Características Bioquímicas 

En la priJllera mitad del embarazo, el LA es una extensión de liquido extracelular del feto, la .piel de este 

actúa como membrana semipermeable. asemejándose a un ultrafiltrado de· plasma fetal probablemente 

porque en esta fase del desarrollo, la orina constituye prácticamente un filtrado glomerular puro que aún 

no esta alterado con la actividad tubular renal del feto. Esta actividad aumenta más tarde) da lugar a la 

absorciórlde sodio yagua, al mismo tiempo que aumentan las concentraciones de urea y creatinina, así 

como otros compuestos nitrogenados. 

~nla segunda mitad del·embarazo, la composición bioqutmica del LA cambia en forma progresiva, según 

avanza la gestación, la osmolaridad y la concentración de sodio disminuyen de forma regular a medida 
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que se aproxima el parto,. mientras que las concentraciones de urea y creatínina aumentan, siendo estos 

valores diferentes a los· hallados en plasma materno. La explicación más probable es que la piel del feto 

se queratíniza y se torna impermeable¡ se pierde la continuidad entre el LA y los fluidos del cuerpo fetal. 

La formación de orina fetai es la mayor contribución a la composición de LA, a su vez en este se han 

deternltnado hormonas¡ lípidos, fosfolípidos, proteínas, glucosa, fructosa, ácido láctico¡ pirúvicopor 

mencionar algunos •. Oertas características bioquímicas¡ como proteínas, pH y glucosa distinguen al LA de 

. la orina, ya que. el primero es alcalino y positiVo para proteínas y glucosa, mientras que la orina no posee 

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

2.4 Componentes celulares 

Una impOrtante proporción de las células nucleadas obtenidas en unaamniocentesis del segundo 

trimestre son capaces de crecer en cultivo y son reminiscencias de células fetalesepidermales de las 16 a 

las 18 5DG¡ de acuerdo con sus características estructurales, parte del material obtenido corresponde al 

exfoUado de células epidérmicas fetales, del epitelfo urinario, del cordón umbilical, del propio amnios y 

algun~s del epitéliodigestivo y respiratorio. La cantidad y proporción de estas células en el líqutdo 

amniótico es variable; desde ,el cambio de la piel fetal de una estructura de dos capas, a un epitelio 

estratificado maduro alrededor qe las 16 SDGque se lleva a cabe a diferentes grados en diferentes zonas 

del. cuerpo, lo que lleva a un. aum~ntoen el número de células corneas y de descamaclón~ (Milunsky A y 

cols, 1990) 

Al· obtener la muestra de LA para cultivo celularl algunas células se adhieren. al fonda de la caja de cultivo 

en las primeras 6 a 72 horas, pero la mayoría lo hacen entre el tercer y sexto día de incubación. Aquellas 

que se adhieren en menos de 24 horas se les llama células rápidamente adherentes; sise presentan en 

grandes cantidades pueden indicar un defecto de cierre de tubo neural. En . los cultivOS puede. observarse 

tres tipos cefulares principalmente, células fibroblastoides, célulasepitelioides y células del LA o 

amnlocitos estos úJtimoscaracterlzados por la producción de hormonas como estrógeno, progesterona y 

hormona gonadotropina corlónica to que indica que estas, células podrían provenir de la .placenta, en 

contraste con las fibroblastoides que no muestran producción hormonal debido a su origen 

mesenquimatoso. Los amniocitOs predominan en la mayoría de los cultivos y son las< células pFocesadas 

para diagnóstico cromosómlco. Algunas veces están presentes céfulas maternas combinadas con las 

fetales como resultado de Ja ruptura vascular del tejido materno debido al procedimientolnvasivo de la 

punción de amnjocentesis (Barcn M, y cols 1997; Milunsky y cols, 1990). 
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3. Indicaciones para estudio citogenético prenatal 

Las indicaciones de embarazo de alto riesgo paracromosomopatías son: (Gersen S y cols, 1999) 

3.1 Edad Materna Avanzada 

La Edad Materna Avanzada (EMA)es la indicación mas frecuente, pues el riesgo de tener un feto con 

trisomfaautosómica o sexual se incrementa claramente con la edad de la madre (MilunksyA y cols1990).. 

El riesgo específico paratrisomía 21 en el segundo trimestre varia de, 1 en 274, en mujeres de 35 años, a 

len 10 en mujeres de 48 años, el riesgo de trisomfa 18 y 13 también incrementa con la EMA. Las 

anormalidades de los cromosomas sexuales se presentan en 1 de cada 750 recién nacidos vivos, la 

¡ncíejenda de 47, ,XXV (Síndrome de Klelnefelter) y 47, XXX (Síndrome de triple X) también se incrementa 

, con laEMA(NibergD y cols, '2003). 

Es bienoonocida la relación entre la frecuencia de trisomía cromosómica y la edad materna, sin embargo, 

existenotrasalteradones que incluyen anormalidades numéricas, estructurales, marcadores etc. Los 

fetos con trisomías se incremehtan de 0.9% a los 35-3'6 años a 7.8% a los 43-44 años. La edad materna 

al momento 'del ,parto se ha planeado como un criterio para seleccionar a ,las mujeres con riesgo elevado 

para tener neonatosconSíndrome de Down; sin embargo, si se emplea únicamente este criterio, se ha 

estimado que, menos del 200/0 de ,todos los fetos con este síndromeseríandetectados'anualmente.En la 

siguiente tabla se muestra la frecuencia de las' aneuplojdias mas frecuentes detectadas prenatal mente por 

cada 1000 fetos en un rango de edad materna, de 35 a 49 años. (Schreinematchers y, cols, 1982), 

Tabla 1. Frecuencia de aneuploidiasfetales relacionadas con la edad matema 

Relación de Aneuplo.idias/l000 

Edad Materna No. Total de Trisomía Trísomía Trlsomía XXX . XXV XYY 
(años) Fetos 21 18 13 

35~49 19672 9.1 2.5 0.6 1.0 1;3 DoS 

Algunos estudios sugieren ·que la edad paterna avanzada podría .tener un efecto menOr pues fa . incidencia 

de aneuploidias es 3 veces mayor en padres que tienen mas de 39 años a los que tienen menos de 35 

años (Oersen s y cols, 1999}. 
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3.2Portadbresde alteraciones numéricas y estructurales 

3.2.1 Rearregloscromos6miC:os balanceados 

Son el .. resultado. de ruptura, intercambio subsecuente de segmentos cromosómicos y unión en 

cromosqmas no homólogos, mientras esta indicación representa únicamenreuna pequeña ··proporción 

(usualmente menos de 5%) de los paclentes de diagnóstico prenatal,el riesgo de los padres detener 

descendencia con complementos cromosómicos desbalanceadosessignificativamentemas alta que el 

riesgo por edad materna avanzada. El riesgo varia dependiendo de: (a).sl la madre o el padre es 

portadorl (b)el tipo de rearreglo, (e) el efecto inrercromosómico (d) el tipo de cromosoma involucrado y 

(eJlos puntos de rupturaespecfficos de cromosomas. (Gersen S y coIs, 1999) 

3.2.2 Translocaciones RobertsOnianas 

Estas translocaciones se refieren como translocaciones de. "fusi6n céntrica", es una fusió" de los brazos 

largos de dos cromosomas acrocéntricos (grupo O y G) después de la ruptura de 'as regiones 

centrom~ricas y pericentroméricas, mientras que los brazos cortos de ambos cromosomas se pierden. 

(Gersen Sy cols, 1999). 

3 .• 2.3 Inversiones cromosómicas 

Es· el resultado. de una ruptura doble· en un cromosoma, inversión del segmento roto y reparación. de· la 

secuencia invertida. Si la inversión incluye al centrómero es pericéntrica, siesta confinada 'en un soto 

brazo del cromosoma es paracéntrtca. El diagnóstico prenatal debe ser propuesto a la pareja cuando uno 

. es portador de una inversión pericéntrica o paracéntrica, excepto con la inversión del cromosoma 9 que 

involucra la regionheterocrornática -9qh- que se consfdera un polimorfismo frecuente. (Gersen Sy cols, 

1999) 

3.2.4 Mosaico cromosómico. 
El mosaico cromosómico se. define como la presencia de dos o mas líneas celulares en un individuo, sien 

alguno ~ ·105 miembros de la pareja existe la. presencia de un mosaico ya sea encéfulas somáticas o 

gértninalesse debe proponer el diagnóstico prenatal. (Gersen S y cols, 1999) 

3.1 Desordenes IigadO$ al.cromosoma.X 
Cuando la madre es portadora de una enfermedad tigada alX o tiene alto riesgo de ser portadoraf se. 

justifica el diagnóstico prenatal para determinar el sexo del producto. Indepenqientemellte de ·la. edad 

maternal el riesgo . de tener un feto afectado con una enfermedad ligada al X es del 50%·· en caso de ser 

pOrtadora (Gersen S ycols. 1999). 
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3.4 Hijo previo con anormalidades cromosómlcas 

El riesgo dejas mujeres que han tenido un hijo cOn trisomía se incrementa en 1 a 2% para el siguiente 

. embarazo. El incremento de riesgo puede ser atn"buido a (a) mosaicismo parental~ (b) reárreglo 

estructural, (c) genes productores de alto riesgo para no disyunción o (d) factores exógenos (Gersen S y 

cole, 1999) 

3.5 Prueba en suero materno pOSitiva para defectos cromosómicos 

. La aplicación de un examen prenatal genético se apoya por el reconocimiento de marcadores para 

embarazos de alto riesgo de tener fetos con cromosomopatía como trisomía 18 o 21, El tamiz en suero 

materno surgió a raíz de una observación hecha por Brock en el. Reino unido de que la a-fetoproteína 

{AFP),.se encontraba elevada en pacientes cuyo feto presentaba anencefalia. Estas pruebas se iniciaron 

. con las·determinadonesde AFP en suero materno, pues la proteína fetal.difunde al líquido amniótico y 

circulación materna, en un principio, esta prueba fue introducida para detectar defectos de <:ierre de tubo 

neural pues las madres que nevan un feto con este defecto, presentan determinaciones de niveles altos 

de AFP, además esta prueba detecta un 25 a 30% adicional de defectos con Síndrome de Down en 

mujeres jóvenes (Milunsky A y cola, 1990). 

Posteriormente. se observó que las cromosomopatías no solo estaban vinculadas a la AFP, también 

niveles .altos de gonadotropina corlónica humana total (HGC) o de fraéCión beta de HGC {PMHCG} libre y 

la disminución de estriol no conjugado (uE3), la combinadón de AFP con uE3 detecta aproximac;:la 

mente el 40% de la trisomía 18, y fa comblnadón de AFP, uE3y HGC .el 70% de esta trl$omía. 

'Recientemente se ha utilizado la inhíbinaAen combinación COn HGC yAFP y se detectó éf.70%de los 

casos con s'índrome de Down. Este estudiO en combinación con edad materna y la ulltrasonografíapuede 

ayudar ca detectar fetoscontrisomías. (GersenS y cols, 1999; MilunskyAy coIs, 1990, Medina P, 

2001). 

3.6 . Ultrasonografía Anonnal 

···Hay una··correlaclón importante en hallazgos ultrasonográflCOs prenatales y hallazgos patológicos en .el 

feto con alteracionescromosómicas. los hallazgos detectados por ultrasonido que se han descrito y están 

asociados a aneuploldias reciben el nombre. de marcadores ultrasonográficos1 estos marcadores ayudan a 

identificar en un 50 a 70% fetos con síndrome de Down, en un 80% fetos con trisomía 18 y en un 90~() 

fetQs contrlsomía 13. Además de que es útil para determinar la edad gestacionalcorrecta y embarazos 

múltiples. 
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La tabla 4, resume los marcadores estructurales asOCiados a las trisomías máscomunesr mientras que los 

marcadores para Síndrome de Tumer son elhigroma qufstíco, disgenesia ovárica, extremidades cortas y 

defectos cardiacos. (NybergD y cols, 2003). 

Tabla 2. Marcadores ultrasonográficos para las trisomias 13, 18 Y 21 

Trisomía 21 Trisomía 18 Trisomía 13 

• Defectos cardiacos 
Defectos cardiacos .. .. Anormalidades del 

Defectos cardiacos 
Espina bífida 

sistema" nervioso central • 
• Disgeoesia cerebral 

• Atresia " duodenal • Anomalías faciales 
• Hernia diafragmática 

1O. Higroma quístico • labio-paladar hendido 
• Onfalocele 

• Hidrops .. Anormalidades sistema 
• Aplasia radial 

Hallazgos • Traslucénda nucal renal 
• Higroma quístico 

Ultrasonográfic:os .. Miembros cortos • Onfalocele 
• Braquicefalia .. Píelectasia • Polidact:ilia .. Retardo en el 

• Clínódactilía .. Higroma quístico 
crecimiento 

• Hueso nasal ausente • Pielectasia 
intrauterino 

e hípoplásico • Retardo.en el 
• Artería umbílical 

crecimiento intrauterino 
única 

Arteria umbilical única • 
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.4. ·Hibridé;Jción ,In Situ con Fluorescencia (FISH) 

4.1 Fundamento de la técnica de FISH 

La técnica deFISHse define como la alineación complementaria precisa de una secuencia de. AON 

(sónda).rnarcada con un fluorocromoa la secuencia de ADN blancor permitiendo la visualizélción de 

secuendas específicas dentrp de una preparación celular. (Fig.l) 

La técn;<;a. de FISH es. una metodología para examinar la localización de secuencias.específJCas de ADN 
, , 

en los crprnospmas o en fa cromatina y puede realizarse en varios tipos celulares., Históricamente la 

hibridación in sil:u CHIS)' fue desarrollada con sondas marcadas radioactiva mente, y detectada, por 

autoradiografíar pues inicialmente se emplearon en el marcajeísótopos radioactivos como tritio eH) o 

12S¡:. (PinkeI D Y cols, 2000) 

Hasta pnnc:ipios de los 80 los radioisótopos eran los únicos marcajes disponibles para . sondas de AON y 

Péjra microautoradiografía y por tanto era 'el único medio para detectar las secuencias hlbridadas in situ. 

Las sondas radioactivas proporcionan resolución espacial limitada para la HIS porque la emisión de la 

partíCUla. radioactiva, deja cometas, no s~ñales discretas y radiación de fondoen.la emulsión fotográfica 

que cubre la preparadón (Cremer y cols, 1998). Además de las inconveniencias prácticas por el uso de 

la radioactividad, el tiempo de vicia de los radiolsótopos yellargotiempo de exposición que se requiere 

paralaautoradiografía hicieron de la HIS una técnica complicada y de poco uso .• 

El desarrcillo en los 80's de marcajes no radioactivos estables de ácidos nucleicos a través de 

ftuore$~ncia o reacciones enzimáticas, dejaron atrás la técnica de HIS radioactiva y esta, última fue 

sust¡tuidapor el marcaje con fluorescencia que ha llegado a ser cada vez más útil .. Esto se debe a 

numerosas raZ9nes: (l) la obtención de resultados en un menor tiempo, (2) rrlejoramientoen la 

resoludón de' la señal, (.3) eldesarrolto de protocolos de HIS que permite usar prácticamente cualquier 

ADN genórnicocomo sonda, intensificando el· potencial de esta técnica' en muchas. aplicaciones como 

mapeo génico y diagnóstico clínico 'y. (4) utilización de' diferentes colores, lo que proporciona recursos 

para la detección simultanea de múltiples blancos en un solo espécimenrestoes particúlarrnenteútil 

cuando hév alteraciones cromosómicas estructurales que involucran diferentes regiones cromosómlcas o 

para la deteccIÓn de varias alteraciones numéricas en un solo espécimen ya sea en interfase o metafase 
, . 

(Tkacliueky cols, 1991; Lichter P y cole, 1996; Pinkel D y cols, 2000; Pergament E y cols, 

2000). 
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4.2 . Tipos de sonda 

Existen diferentes tipos de sondas que son utilizadas en la técnica de FISH y son: 

4.2.1 Tinción completa de cromosomas 

· Para latincion de un cromosoma completo se utiliza una mezcla de sondas cada una con una secuencia 

en un sitio específiCo a lo largo del cromosoma blanco. Estas sondas para secuencias específicas son 

usadas al mismo tiempo en una sola hibridación yda como resultado que el cromosoma de interés se 

· marque completo. A esta mezcla de sondas se llama de tinci6n completa (Fig.2A), El desarrollO de 

sondas. multicolores y sistemas sofisticados de detección perrnitenun análisis simultáneo de todos los 
. . 

cromosomas humanos {YungJF, 1996). 

4.2.2 . Sondas Centroméricas 

· Las sondas centromérieas contienen secuencias repetitivas de ADN a-satélite encontradas en reglones 

· centroméricas de cromosomas humanos (Fig. lB), estas sondas requieren un corto tiempo de hibridacíÓn 

y genera señales intensas, se Qtilizan en cromosomas en metafase y. en núcleos . interfásicos.Esta clase de· 
. . . 

sondas se usa :para detectaranormalidadesaomosómicas numéricas en núcleos en intetfase,donde el 

. proceso de cuJtiV'9puede representar un problema. Esto hace a las sondascentroméricas apropiadas para 

casos prenatales, y neonatales fos .cuales requieren un rápidodiagnóstlco,como detecci6n de 

aneuploidias. (YungJF, 1996) 

Una desventaja de estas sondas es que los aomosomas13/21 y 14/22 comparten secuencias. 

centromértcas homó!ogasnopermitendi5tinguir uno del otrosí se aplican en núcleos en interfase, pero 

esto se solucionó a:m el USO de sondas de secuencia única (Soloviev y cols, 1995). Otras sondas de: 

secuencias repetitivas son las sondas (3""satélite que híbridan en la región :pericentromérica el cromosoma 

9, 13, 14,15, 21 Y 22, así como sondas de satélite III para la hetl:rocromatina del brazo fargodel 

cromosoma Y • 

. 4.2.3 Sondas de secuencia única 

La dasede sQndas de secuencia única para FISH contiene fragmentos de ADN para un Iocus específie.o 

(fig.2C)y es conveniente parahibridar enmetafase y en núdeosinterfásicos. Cada sonda es específICa 

para un gen y .es perfecta para detectar. microdupUcactoneso microdeleciones de una· reQi6n específica' del 

cromosoma pueden ser imperceptibles por citogenética clásica. También se. usan para identificar 

translocaciones recurrentes. conocidas, encontradas en ciertos pacientes con leucemia o en 

trahslocaciOnes crípticas (Yung JF, 1996). 
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4.2.4. Sondas teloméricas 

El telómero es. la región terminal de cada· cromosoma yes una·región que tiene cientos de repeticiones de 

nucleótidos (TTAGGG), los tela merOs son vitales porque protegen al cromosoma del acortamiento de los . 

extremos en cada división celular y dan estabilidad cromosómica. Varios estudios sugieren que los· 

tel6merospueden estar involucrados en eventos tales como deleciones terminales¡ amplificación géníca y 

translocacionescrípticas.Existen sondas que detectan todos los telómeros/además de que se ha .aislado 

y caracterizado un setcompleto de sondas específicas subteloméricas para FISHque representan cacta 

telómero humano dernanera independiente (Yung, JF, 1996)(Fig.20). 

Estas sondas pueden ser especialmente convenientes para la .~. evaluación prenatal . rápida de 

translocacionescrípticas, parejes con demasiados abortos y deleciones en familias con retardo mental 

idiopático. Estas sondas pueden Hegar a ser usadas para detectar anormalidades congénitas y 

alteracfonesadquiridas presentadas en pacientes con cáncer y se sabe E*ipecialmenteque las regiones 

·humanas sllbteloméricas contienen la más.alta concentración de .genes en todo ef.genoma,·(Yung,JF, 

. 1996}. 

Con elaclvenimientó de la técnica de FISH para el análisis del número de copias de los cromosomas o la 

estructura en células en intetfase para el diagnóstico y pronóstico en clínica, ha aumentado 

considerablé01enteel. potencial de esta técnica. La información cltogenética obtenida de las células 

después de la técnica de FISH es el número de áreas de hibridación, el color de estas¡ la posición espacial 

y la intensjdad~ La variación de los patrones de hibridacioo,permiten identifICar células con composición 

croniosómica aberrante. Las alteraciones cromosómicas estructurales como transtocaciones e inversiones 

específicas pueden ser estudiadas en núcleos en interfase analizando el patrón .de las señales (nÚmero, 
. . 

color y posición), ·10 que permite establecer relaciones dínico-citogenéticasy hacer posible la valoración 

del fenotipo y genoti.poen diferentes estadios del cido celular (Mukherjee y cols, 1992). 

Esto tiene gran significado encases donde los cromosomas en metafase no pueden ser preparados en 

suficiente cantidad o calidad por ejemplo en varioss tipos de tumores. Las sondas de múltiples colores con 

una re.soluclón óptica máxima ha permitido la amplia aplicación de esta metodología en la investigación 

clínica y básica. 
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5. FISHyOiagn6stico Prenatal 

Las técnicas de dtogenética clásica son de gran valoren el DPparala identificación, caracterización y 

dl"gnóstico de es~s alteraciones cromosómicas,los avances en métodos de cultiVo. y técnicas de bandeo 

han disminuido el tiempo de entrega para un anállsis por cariotipo hasta 7 dfas,sin embargo, el tiempo 

común de entrega es del0 a 14 días. La aplicación de 'Ia técnica de ASH en DPes una herramienta que '. 
. . 

tiene· grandes ventajas,' una. de. ellas es la detección· rápida de aneuplpidias,el requerimiento de poca 

muestra y elPQtencjalpara análiSis de un gran número de anormalidades cromosómicas. 

En los amniodtos. no cultivados fos ctol11osomasnopueden ser. visualizados, .pero la ·técnica de ASH 

permite laidentiflcaclón de secuencias específicas de ADN de los cromosomas de interés lo que reduce el 

tiempo para obtener el diagnóstico. En un prlnciploseutifizaron sondascentromérlcas con marcaje 

indirecto para determinar .Ia presencia' de material del cromosoma y. para detectar alteraciones numéricas 

en 'amniocitos. no. CUltivados (Guyot' B Y cols., 1988), sin embargo, • tas spndas' de secuencias 

centroméricas para los cromosomas 13 y 21, tienen regfoneshomólogas .que producen hibridación 

cruzada, lo que Jmpide diferenciar a cual de los doscrornosomaspertenecen las. señales (Kuo WL y cols, 

1991; Klinger Kycols, 1992; Cacheux.V y cols,. 1994; Divane Ay cols,1994;ademásson 

regionespollmórficas de tamaño variaqle y algunos autores consideran el uso de esta ,sonda 13/21 np 

confiable (\Terma RS y.cols, 1992). posteriormente se utilizaron sondas de pintado com~leto para los 

crORlO$Ornas 13, 18, 21 e:ncélulas en interfase yme~fase de amniocitos cultivados pero se 'observo que 
. . . 

estas s.ondas teñiém muy: bien en metafasepero en núcleos en interfase los dominios de hibridación eran 

muy graneles lo q'ued¡abacomo resultado una señal grande¡ difusa y difícil ele interpretar (Kuo WL y 

col~, Í991). En 1992 Se hizo el primer estudio en 526 casos conamniocitoono cultiva~os donde se 

utilizaron sondas de Secuenda única para los, cromosomas 13, lB, 21, Y 9~ntroméricas para los 

cromosomas KeY donde 2t de 21 Casos aneuploides fueron identificados (Klinger K ycols, 1992). 

En 1993 Ward y colaboradores describieron el primer programa clínico para fa detección de 

aneuploidiasdelos cromosomas 13, 18, 21, X e Yen 4500 pacientes. con resultados informativos para 

aneuploidiaen 107 de 114 casos anormales, ese mismo año, Chrlstiensen y colaboraclores y 

posteriormenteWinsor ~COlaboradores (1996) y Hockstein y colaboradores (1998) publicaron un estudio 

de diagnostico porASHen LA no cultivado y como influye en el resultado Iacontartlinación con células 

matema, por lo que propusieron algunas recomendadones para optimizar el diagnóstico por esta técnica, 

como descartarlos líqUidos amnióticos visiblemente hemáticos o'que se 'Observaran célu.las sanguíneas en 
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el paquete celular obtenido por centrifugación. 

· En el mismo año esta técnica empezó a utilizarse para complementar la citogenética en el estudio de 

pseudomosaicismo en amniocitos cultivados (Schwart~ S y co18, 1993) y como apoyo para el 

diagnóstico en fetos con hallazgosultrasonográficos sugestivos de aneuploidias. (Blakemore KJ y co18, 

· 1993): Én1994 se utilizó mezcla de colores para la detección multicolor simultanea de alteraciones 

• crótnosómlcas de los cromosomas 13, 18, 21, Xe Yen un estudio retrospectivo en 30 muestras de LA 

(Divanea yeols., 1994). Posteriormente en 1995 Soloviev y colaboradores, . publicaron estudios hac;iendo 

énfasis del análisis en interfase en relación a las diferentes fases del ciclo celular. 

·Sdesarr()1I0 de sondas de loei específicos para el cromosoma 21 y 13 permiten la detección del síndrome 

deDown {fa trisomía 13 de forma mas específica (Cacheux V y cols, 1994). Con el mejoramiento de 

las especificidad de las sondas, así como el establecimiento de protocolos para la optimización de la 

técnica, se publidll"On trabajos enfocados al papel que juega el FlSH en. el diagnóstico prenatal y el 

manejo de la paciente yel feto, así como estudios multicéntricos para validarlos resultadOS de esta 

té(:nica (Bryudorff y cols, 1997 y 2000; D'Alton ME y cola, 1997; Eiben By co18, 1998 Y 1999; 

Chebng-LeungW y cola, 2001; Feldman B y co18, 2000; Fiddler M yeols, 2001; Lewin P y cola, 

2000; Thein ATA y co18, 2000; Tepperberg J y cola, 2001; Weremowick8 Sy C018, 2001), han 

permitídoaplicarla hoy como una herramienta valiosa en el diagnostico prenatal. 
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6. Justificación 

La incidencia de defectos congénitos en recién nacidos es del 2% al 3%, aunque menos del 1% esta 

reiacianadocon cromosomopatías, en embarazos de alto riesgo aumenta el 0.75% del riesgo basall esto 
: ' , . ' 

jVstifica el incluir un estudio de diagnóstico prenatal rápido y preciSo para determinar si están presentes 

lasaneup1oi~ias maS frecuentes . 

. La amniocentesis eS una de las técnicas principales de diagnóstico prenatal que se llevan a c¡:lbo en el 

Instituto Nacional dePerinatología (IN Par), y se reaUzá para obtener el cultivo de células de LA y 

posteriormente análisis citogenétic:;o por bandasG, la obtención de resultados con esta técnica se lIevaufl 

tiempo del0~a 14 días. La técnica de FISH puede ser un gran apoyo para el diagnóstico de las 

aneOploldias más frecuentes en núcleos de interfase, puesto que los resultados se obtienen en un lapso 

de tiempo no mayor a 48. horas. 

Con; esto se logrará optimizar~ún más la atención materno-fetal, puesto que el tener la certeza del 

, diagnóstico permite tomar las decisiones pertinentes y brindar un adecuado asesoramiento genético a los 

. padres teniendo en cuenta ante todo la saludfetaf y materna. 
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7. Objetivos 

Montar X estélndarizar la técnica de FISH en amn/oc/tos no. cultivados para la detección de las aneuploldias . 

numéricas de mayor inddencia dentro de la clínica de diagnóstico prenatal delINPer. 

Validar y fundamentar la apUcación de la técnica de FISH en núcleos el1 Interfase para los cromosomas 

13, 18, 21)( 'e y/ en forma primaria y de rutina para el diagnóstico rápida deJas aneuploldias más 

frecuentes en apoyo al diagnóstico con cltogenética clásica. 

8. Hipótesis 

El Diagnóstico Prenatal por FISH proporciona resultados rápidos y confiables por lo cual es posible 

establecer el estudio primario en células en Interfase de líquido amniótico. 

20 



Material y Métodos 

9. Material y métodos 

. Población de estudio 

Pacientes del Instituto Nacional de Perinatología que fueron referidas para el estudio' de arnhiocentesis 

por embarázo de aJto riesgo para cromosomopatía de septiembre de 1998 a agosto de 1999. 

Criterios de Inclusi6n 

Pacientes que tuvieran alguno de los siguientes factores de riesgo o la combinación de estos: 

• Antecedentes de hijo previo con cromosomopatía de los cromosomas 13, 18,21, X e Y. 

• Marcadores para cromdsomopatía identificadas por ultrasonido. 

• Pacientes con triple marcador alterado. 

• Edad materna avanzada. 

• Miembro de la pareja con un rearreglo cromosómico que involucrara a los cromosomas antes 

mencionados. 

• Angustia materna. 

Criterios de exclusión 

• Las muestras de LA hemáticasJ" color café o aquefJas en donde no se observara el líquido 

amniótico amarillo claro. 

• las muestras de LA que al centrifugar el botón celular apareciera con tintes rojos •. 

Elestudiofuec::iego pues la indicación para realizar la técnica de FISH en las muestras de LA de las 

pacientes nO se conocía al momento de procesar la muestra. 

9.1 Toma de muestra enamniocentesis 

El sitio de punción se eligió por medio de una guía ultrasonográfica¡ se trató de evitar la punción 

transplacentaria para evitar contaminaCión materna. Una vez insertada la aguja, se extrajeron los 

primerO~ 3 mi de LAy se desecharon para disminuir el riesgo de contaminación con células maternas. 

Posteriormente con una jeringa diferente se extrajeron 20 mI o bien un mi por semana de gestación. De 
. . . 

la jeringa de 20 mi se proporcionó una cantidad de 2 a 4 mi para procesar el FISH de acuerdo a la 

cafltidad de LA que era tomada. 
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muestras en donde se aplicaron los dos coctéles, se gotearon dos áreas para la hibridación. 

Para la eliminación del citoplasma las laminillas con la muestra se colocaron en solución de pepsina al 

10% en HCI 0.01 N a 37°C por 10 min/se lavaron en solución salina de fosfatos (PBS) por 5 min y 

deshidrataron en ak:oholes a170{ 85 y 100% por 2 min en cada uno. 

Posteriormente las preparaciones se incubaron a 37°C en SSC 2Xpor 30 min para su maduración, al 

término de esta, se deshidrataron en series de etanol al 70%, 85% Y 100% por 2 min en cada uno y se 

dejaron secar. 

9.3 •. 2 Desnaturalización de la muestra 

La desnaturalización del· material celular se realizó con formamida al 70% en SSC 2X (28 mi de 

formamida,8 mi de agua destilada y 4 mI de SSC 20X) a pH 7.0 prevíamente calentada a 72°C por 3 

minutos, se reaflzó un control estricto de la temperatura y tiempo de desnaturalización y se deshidrataron 

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

9.3.3 Preparación y desnaturalización de la sonda 

las sondas para loscocteles 13j21 Y 18/x/y ya venían desnaturalizadas previamente y solo se colocaron 

10' JlI.sobrela muestra. La sonda de secuencia única para el cromosoma 21 se mezdo con agua 

bidestilada y buffer, lJ.1.I, 2,.d Y 7!-tI, respectivamente (10 JlI en total) y se desnaturaUzoa 73°C por 5 

minutos. 

9.3.4 Hibridación 

La sonda se cqlocó sobre la muestra con un cubreobjetos limpio de 22 x 22 mm, se sello con cemento de 

goma y se dejo en cámara húmeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 20 horas. 

9.3.5 Lavados Post-hibridación 

Al día siguiente, se· removió con. cuidado el sellador y se retiro el cubreObjetos, las laminillas fueron 

lavadas en 50'ml de·SSC OAX/NP-40 al 0.3% a 73°C por 2 min y posteríormente.en 50' mi. SSC·2X/NP-40 

al 0.1% a temperatura amb.ienteno mas de 1 min, se dejo secar la laminilla al aireen la o~curidadyse 

agregó como contratlnción 10 ¡.tI de DAPI/ Antifade, se colocó un cubreobjetos, se sellaron con cemento de 

gomé) para su posterior análisis en un microscopio de epifluorescencia (OlympusTM)¡ con los filtros 

(Chroma™)que se ind.ican en el siguiente cuadro: 
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Material y Métodos 

Filtros utilizados para el· análisis por FISH (ChromaTM) 

Filtro 

Banda única 

Banda única 

Triple banda 

Cuadruple banda 

Color 

Rojo 

Verde 
Rojo 
Azul 

Verde 
Rojo 
Aqua 

9.3.6 Controles positivos y negativos para la técnica deFISH 

Longitud de Onda 
(nm) 

550-570 

350,..456 
491-515 
550-570 
432:'472 

Porcada tres muestras que se corrieron, al mismo tiempo se utilizó un control negativo que fue una 

larninUla .con amniocltoseultivados de un varón normal y el control positivo fue unapreparadón con 

células de. LÁtriplOides cultiVadasde la casa comercial Vysis™, de estos controles se analizaron de cada 

uno SO cé.lulas. 

9.3.7 Criterios de Análisis 

los crtterios de análisis fueron establecidos de acuerdo a los propuestos por Hogge y cols (1996): 

• Mínimo 50 células examinadas 

• Núcleos con bordes nítidos 

• Núcleos conseña\es de intensidad y tamaño similar. 

• Se descartaron tos núcleos que estaban sobrelapados 

• Los núcleos con laseñat partida en doseon una distancia menor al tamaño de la señal y que 

estas fueran del mismo tamaño se tomaron como una señal. 

• 1,.05 núcleos con· señal. partida que tenían· una distancia del. tamaño de la misma entre si se tomo 

como dos señales. 

• Resultado normal: 80% de células con un númerp de señales normales. 

• Resultados anormales: 70% de las células con un número señales trisómicas o monosómicas. 

La figura 4 resume la metodología de citogenética clasica y FISH en el presente trabajo. 
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cntX::iEI'ETlCA 
CLASICA 
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CARIO TIPO 
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CITOGENETICA 
MOLECULAR 

FI$H 
INTERFASE 

TRATAMIENTO 
DE AMNIOCITOS 

HIBRIDACION 
y ANALISr5i; 

RESULTAOO 
PORFISH 

Fig. 4. Diagrama de la metodología de FISH y Cito genética clásica en LA. 
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Resultados 

10. Resultados 

Se procesaron 39 muestras para este trabajo, los resultados deFISH se obtuvieron dentro de las primeras 

48 a 72 horasde habE:!f". recibido lamuestra¡ mientras que el resultado delcariotipose obtuvo en un lapso 

de 10 a 14 días. El número de muestras a lasque se aplicaron las diferentes opciones de tipo de sonda se 

muestranen la tabla siguiente:, 

Tabla 3. Número total de muestras y sondas utilizadas 

Número de 
. muestras 

(n=39) 
SOndas Utilizadas 

Las ·39 Muestras analizadas fueron obtenidas de pacientes con semanas de gestación diferentes, .. estas 

semanas se calcularon poruttrasonido. El análisis por FISH fue extensivo a todos los núcleos presentes en . 

la muestra, por eso se reporta un número variable. 

En la tabla 4 muestra la población de estudio, la edad gestacionaV la indicación por la que fueron 

referidas • las pacientes, el resultado de FISH, el número. de núcleos analizados y el carlotipo. 
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Tabla 4. Población de Estudio. 

Indicación para el 
, estudio de FISH 

r'~TrtPíemarcador---~' 
. positivo para • Coctél 18/XIY 

Q"omosomopatía 

r'-~-'Trip¡e rriarCador~---

positivo para 
Q"omosomopatía 

• EMA 

• Angustia Materna 

• MUS Pl'Ira trisomfa 
18 

• EMA 

• EMA 

• EMA 

• MUSpara 
cromosomopatía 

• EMA 

• Cocté118/XIY 

• Coctél 13/21 

• Coctél 13/21 

• Cortél 13/21 

• Coctél 18/XIY 

• Secuenda única 
para el 21 

• SeCuenda única 
para el 21 

• Secuencia. única 
para el 21 

• Secuencia única 
para el 21 

• Secuencia única 
para el 21 

• Secuencia única 
para el 21 

• CoctéI13121 
• Cocté118/XIY 

. Disomía 18 
XY 

Trlsomía 21 

Dísomía 13 Y 21 

Trlsomía 18 
XX 

Disomía 21 

Disomía 21 

D!somfa 21 

Disomía 21 

Resultados 

cariotipo 

46,XY 

46,XY 

47, XX, +21 

46,XY 

46, XX,+18 

46,XY 

46,XY 

47, XX, +21 

46,XY 

46, XX 

46,XY 

46,XY 
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SOG 

''''-''---C-~~~----'--.~_''-''_- j" ...... - ...... -._._ ... ___ o., 
1 Sonda utlUzada 

• Coctél13/21 
• Coctél 18/X/Y 

• EMA • Coctét 13/21 
• Coctél 18/XIY 

• Coctél 13/21 • EMA 
• Coctél 18/X/y 

r~'"·-~·_--_·_~""--,,···-· --.. 
i • Coctél 13/21 • EMA 

• Coctél 18/XIY 

• Triple marcador 
pOSitivo para 
cromosomopatía 

• MUS para 
cromosomopatía 

• EMA 

• Triple marcador • Coctél13/21 
positivo para • Coctél18/x/y 
cromosomopatía 

• EMA 

• MUS para 
cromosomopatía 

• EMA .Coctél 13/21 
• Coctél18/XIY 

• EMA .. Coctél13/21 
• Coctél 18/XfY 

• Coctél13/21 

r -;-Trl¡JIe-marcadOí-- o

--

¡ positivo para 
l cromosomopatía 

• Coctél 13/21 
• Coctél 18/XIY 

Resultados de 
FISH 

Disomía 13, 18, 21 
XV 

Disomia 13, 18, 21 
¡ XX 
r-·--·-·_ .... · .. -· .. · .. ··· 
i Disomía 13, 18; 21 
! XX 

Disomfa 13, 18, 21 
XY 

Disomla 18 
XY 

:oOoisorriia13,'iri"--
Trisomía 21 

XX 

Disomía 13, 18, 21 
XY 

Disomía 13, 18, 21 
XY 

O/somía 18 
Monosomía del X 

Disomía 13, 18, 21 
XX 

Resultados 

Núcleos 
Cariotipo Analizados 

100 

100 (13/21) 
80 (18M) 

110 

100 

100 

120 (13/21) 
100 (18/X/Y) 

100 

150 47, xx. +21 

100 46,XY 

100 

110 45, X 

lio (13/21) 46J .XX 
100 (18/X1Y) 

100 46, XX 

105 46,XY 

120 4G,XX 

100 
45, '1:'(, 

det(14¡21)( ql0;q1.0) 

46, XX 

120 46,)0( 

····,···---EMA-:·Edad .Materna 'a:;;a¡:¡~~aa~MUS':--Mai1::ador1:s ÚltrasQnográficos;'SóG=-semañasde"Gestadón. 
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Resultados 

Las indicaciones dejas muestras que fueron referidas se resumen en la tabla 5 lo que indica que la 

mayoria·de ellas fueron referidas por EMA: 

Tab'a 5~Factor de riesgo por el que fue reali:zado el estudio de FISH 

Factor de riesgo 

Edad Materna Avanzada 

. Marcadores ultrasonográficos para 
cromosomopatía 

Triple marcador alterado 

Hijo previo con cromosomopatía 

EMA . + Triple marcador alterado 

EMA + Marcadores ultrasonográficos 
para· cromosomopatía 

Portador de rearreglo cromosómico 

Angustia materna 

Total 

6 

4 

2 

1 

1 

2 

1 

39 

Solo dos muestras del estudio en las que solo se utilizó la sonda de secuencia única para el cromosoma 

21 fueron no informativas, una por no haber hibridación (muestra 19), y otra porque presentaba mucho 

citoplasma lo cual impedía ver la señal con claridad en los núcleos anaUzados{muestra 14). 

Por tanto de los casos analizados por técnica de ASH informativos, 32 casos fueroril1Orrnales (Rg.· SAr 

·SB,SC y 5D) mientras qué 1055 restantes fueron positivos paraaneuploidía {Fig. 6A, 68 Y 6C) >Ioql;le 

representa. un 12.8% de la ·pobtadón de estudio~ este resultado fue corroborado con el cariotipo camota 

Indica la tabla 4. 
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Resultados 

Tabla. 6.M~estras Monosómicas y Trisómicas por FISH y anormales por cariotipo. 

Monosol11ía cariotipo 

O 

85,1 
47, XX, +21 

48,8 

7 O 46, XX+18 

3.2 

3.2 

15 2 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

31 18.4 

En lasmuesbas 7 y 28 a. pesar de. tener un porcentaje muy bajo de hibridación· debido a la presencia de 

Citoplasma, se pudo detectarla aneuploidía, 

La (Iluestra:36, que tuvo un r~ultado normal por FlSH pero el cariot¡po.revelo·u~ alteración estructural-

45, XV, der(14;21)(ql0;ql0)- que no involucro a ninguno de los cromOSQmas que fueron evaluados en 

esta muestra. 

Es importante mencionar que las muestras 1 (Fig. 7A)¡ 2 (Fig. 7C)¡ 16 Y 17 que presentaron menos del 

70% de··hibridaciOn para etcromosoma 18 debido a Que se observo la señal. muy dispersa de este 
cromqsoma y los dominios de hibridadón se traslapaban. 
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Resultados 

Los resultados de las muestras informativas con la sonda de secuencia única incluyeron a para el 21 

(Tabla 7), con· el coctél de sondas 13/21 (Hg. 50, Tabla 8), con el Coctél 18/XlY (Tabla 9.y Fig5A,SB y 

. SC) y con ambos Coctéles,. 13/21 y 18/X/V (Tabla 10 y 11), no se contraponen con los resultados del 

tariotipo¡ por tanto 1'10 hubo ningún falso positivo ni falso negativo en el estudio. 
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Tabla. 7. Porcentaje de hibridación de muestras disómicas para 
lasecuenda única del cromosoma 21 

'-'--"--'--"~"" ..... _._._~_ .. _~ 

I Hu_ SDG 

17.2 

19.1 

19.2 

o/~'de6~luías'- .-.. --.- ..... _ ... 
: con 2 señales 
.. para cada 

sonda 

95.3 

90.5 

86.6 

Tabla. 8. Porcentaje de hibridaCión demuestras 
disómicas con el C;:odél 13/21 

%de 
Céfufascon 
2 señales cariotipo 
para cada 

sonda 
r-~'-- "~ ___ ~~"'<r .. ---

! 

4 

46,XY 
97.8 

95.2 
46,XY 

95.2 
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Tabla. 9. Porcentaje de Señales en Muestras_Disómicaspara ellS-con complemento XX o xv. 

1 

x 
y 

--" oj~'det:élu¡as'-' -
con 1 señal para 

_ (ada sonda 

85 

85 

4.76 

91.4 

1.72 

o 

o 

91 

Cariotlpo 

46, Xi 

0.95 46,XY 

o 
r - -_ .. ---".-._----- --,~ 

: 64.6 

78.1 46, xx 

o 46,XY 

o 

99 

o 45, Xi, der(14;21)(qlO;qlO) 

o 
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Muestra SDG 

16 17.3 

20 18 

21 20.4 

24 16.6 

Tabla. 10. PorcentaJe de Seílales en Muestras DiSÓl1licas 13, 18, Zl, XV. 

O/ocle 
células con 
2 señales 
paracadi,l 

sonda 

94 

o 

46,XY 

46,XY 

~~---- --- ,~-~--~.~. 

98 

93 46,XY 

o 
,~ ." .,~ -~~ '"-~." ~ 

29 

30 20.5 

37 

r~-~olo ~d~"· 

: células con 
1 señal 

Para cada 
sonda 

46,XY 

46,XY 

o 

95 

46,x'y 

46,XY 

36 



MUestra Sonda 

23 18.6 

22 17.6 

26 16 

32 17 

Tabla. 11.· Porcentaje de Seftales tln Muestras Disómicas 13, ·18, 21, XX. 

%dé 
Células c:on 
1.sel'ial para 

.. cada sonda 

100 

100 

O 

46, XX 

46, XX 

33 

38 

O/o de 
CélulaS con 
1 se6alpara 
cada sonda 

O 

r~--~----'% 'de'"'" ",-' m 

CélulólSQ)I1 
2 señales 
Pílr¡icadil 

sonda. 

100 

o 

91.6 

O 

O 

100 

93 

93 

46, xx 

46, xx 

46, XX 

46, xx 
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Figura 5. Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)/X (verde)/y 
(naranja)! se muestra la disomía 18 y el complemento y:( (5A); Amniocitos no cultivados con el coctél 
de sondas centroméricas 18/X/y en fase G2 del cid o celular, se muestra la disomía 18 y el 
complemento y:( (58); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18/X/y, se 
muestra la dlsomía 18 y el complemento XX (5e); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas 
de secuencia única 13 (verde)/2.1 (naranjá), se muestra disomía para los cromosomas 13 y 2.1. 
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Figura 6. Amniocito ha cultivados con el coctél de sondas de secuencia única 13 (verde)/21 
(naranja), se muestra disomía para el cromosoma 13 y trisomía para el 21 (6A); Amniocito no 
cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)/X (verde)/y (naranja), se muestra la 
trisomía· 18 Y el. complemento XX (68); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas 
centromericas 18/X/y, se muestra la disomía 18 y monosomía de cromosoma X (6e). 
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Figura 7. Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas centroméricas 18 (aqua)jX (verde)jY 
(naranja), donde se muestra la señal que corresponde al cromosoma 18 (aqua) y al cromosoma X 
(verde) dispersa en el núcleo de la izquierda (7A); Amniocitos no cultivados con el coctél de sondas 
centroméricas 18 (aqua)jX (verde)jY (naranja), en la muestra que presento monosomía del X se 
observa un campo donde las señales del 18 y X se observan dispersas (7B); Amniocitosnocultivados 
con el coctél de sondas centroméricas 18jXjY, donde se muestra la señal aqua que corresponde al 
cromosoma 18 (aqua) y al cromosoma X (verde) dispersa en el núcleo de la parte superior (7C). 

40 



Discusión 

11. Discusión 

En la literatura no se reporta un número estándar óptimo de núcleos analizados, algunos autores sugieren 

un mfnimode SOnúdeos(HoggeA, y col s 1996), mientras que otros reportan hasta 30 núcleos, (Jalal 

SM ycols, 1998}por loqueen el presente trabajo se analizaron todos los núcleos que fueron. 

observados {55 a 150 núcleos). En 2001 la Asociación de Citogenetistas de Gran Bretaña sugiere que el 

análisis por FISH en amniOCitos no cultivados debe ser de 30 células por cada sonda. 

Se propone que uno de los factoresimpo.rtantes que influyeron en la hibridación podría ser la edad 

gestacionalpuesJas muestras 7y 28 presentan menor porcentaje de hibridación debido a que la gran 

mayoría de las células tenían Citoplasma y no pudo penetrar la sonda,aunque se incluyeron en el estudio 

porque se pudo detectar laaneuploidia. Se sugiere que esto se atribuye a que la piel det.feto se 

qLeratiniza conforme avanza la edad gestacional (MilunskyAy cols, 1990; Larsen W, 1997). 

Phillipy colaboradores (1994) y Spathas y colaboradores (1994) reportan quena es recomendable hacer 

FISH aedadesgestacionales tardías por la gran cantidad decélulascornificadasque hay, lo cual impide 

una buena penetración de la sonda en el. núcleo obteniendo resultados no: informativos. 

Pdrotra parte,enalgunas muestras, aunque. tenían edad gestacionalsimílar, se encontraron diferencias 

en· los porcentajes dehibridadón, esto se puede atribuir a factores ~iCOS que escaparon de nuestro 

control,comolapresencia de citoplasma, ya que fue eJrnayor problemapara lograr un porpentaje alto de 

hibridación, ·por lo que se presento un porcentaje variable deeficienda de hibridación. La optimización del 

pretratarniento deJas muestras con proteasas (tripsína y pepsina) en las células de líqUido amniótico 

. ayuda a qu~ la sonda penetre adecuadamente, ya que este tratamiento pennitió que la gran mayoría de 

las células quedaran libres de citoplasma. Además, se reporta en la literatura que hay grandes diferencias 

el"itrekls amniddtoscultivadoSy no cultivados, como son el tamaño del núcleo que es maspequeño y la 

cantidad décitoplasrna es mayor en los· amniocítos no cultivados que en los cultivados. (Cacheux. V Y 

cqls, 1994). Sin embargo pese a que algunas muestras no tuvieron el 1000/0 de hibridación, 37/39 

m~e$tras (94.8%) de fa población de estudio fue informativa. 

Aunque anterionnente existían dertas limitadones, como la baja sensibilidad y especifICidad de las SOndas 

existentes de ADN,el mejdramiento en la estandarizadón de reactivos y protocolos junto con la exactitud, 

. reproducibilidad. y confiabiUdad del análisis por ASH debido a la alta especificidad y sensibilidad de las 

sondas y la eficiencia en la detección de hibridación, han permitido. hacer el diagnóstico predso y 
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Discusión 

confiable. 

En' este trabajase prefirió usar por su alta especificidad e informatividad sondas de secuencia única para 

!oscromospmas 13y 21, pues como se cita en reportes previos, las sondas centroméricas(X~satélite para 

los Cft?lTlosom¡:ls 13y 21 no permiten que sean diferenciados en núcleos en interfase. Además de 

reportarse en la literatura que debido a polimorfismos puede variar el. tamaño de las secuencias y por 

tanto algu~as señales no pueden ser detectadas por ser más pequeñas o con intensidad débil (Yerma RS 

y cols, 1992; Bossuyt PJ y cols, 1995; CacbeuxVy cols. 1994). 

Conresp~o a las sondas centroméricas del coctél 18/X/Y, se presentaron algunos problemas de 

interpretaoonconreferenCia al cromosoma 18>puescomo se observó en las muestras 1,2,16 Y 17 (Fig. 

7A·q presentaron la señal muy dispersa, pues el porcentaje de señales disómicas fue de 67%, 78%, 

75% Y 64.6%. respectivamente y se reporta que·en amniocitosllQ cuttivadosta señal llega a ser difusa a 

diferendat:ielos anmiocitos cultivadOS (Cacheux V y cols, 1994). 

Con respecto a las muestras 7y 28 aunque huboun porcentaje de hibridación bajo debido a que la gran 

mayoría de . las células tenían citoplasma, se incluyeron en el estudio porque. se pudo detectar la 

aneuplOicUa. 

En este trabajo solo la muestra 36 reporto un resultado 45, XYI der(14;21){ql0¡q10) que no fue 

detectado porFISH debido a que para· este caso" solo se utilizo el coctél de sondas 18JXIY, en el 

diagnóstico por FISH no hubo sospecha de la presencia de algún mosaico queinvolutrara a alguno de los 

cromosomas estudiados en el presente trabajo. 

El éxito qe .Ia aplicación de FISH mültico\oren células de interfase es una gri,in herramienta para el 

diagnósticoprenalal pues se reqUiere poca. muestra de LA para el ensayo y los resultados se obtienen en 
: " ';' " . 

cortó tiempo/además de que se pueden detectar múltiples blancos en un solo ensayalo que permite 

. acortar el tiempo para dar un diagnóstico preliminilr. 
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Conclusiones 

12.Condusiones 

• El FISH representa una técnica invaluable para el diagnóstico· dtogenético clínico, pues· es un 

método que proporciona resultados en corto tiempo y que requiere de poca cantidad de muestra 

para llevarSe acabo el estudio. 

• Latécnica deFISH en amniocitos no cultiVados es una herramienta en el diagnóstico prenatal 

rápiday confiable para ·'adetección de las aneuploidias mas frecuentes. 

• Se propone que un factor importante que influye en el éxito de la técnica de ASHes la edad 

gestacional por lo que se sugiere hacer el fISH a edades.gestacionales tempranas. 

• Se plantea el Uso de esta técnica ante la sospecha o alto riesgo de cromosomopatía y se requiera 

de undíagoós1:lcorápido para una mejor documentación del caso y un manejo obstétrico óptimo 

para el binomio materno-fetal. 
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