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Resumen

El diagndstico citogenético en liquido amnidtico obtenido por amniocentesis precoz (AP) es una alternativa
a la embarazada de primer trimestre. El objetivo de este trabajo fue investigar el tipo vy la frecuencia de
anormalidades cromosémicas encontradas en muestras de liquido amnidtico obtenido por medio de esa
técnica de colecta. En un periodo de 5 afios, 531 AP fueron realizadas en 505 pacientes (479 gestaciones
Unicas y 26 gemelares), con edad gestacional variando de 12 0/7 a 14 6/7 semanas. La principal indicacion
para la realizacién del procedimiento fue edad materna avanzada (66,3% de los casos). Los cultivos fueron
establecidos en medio Chang y Amniomax (cultivo en frasco). El tiempo de colecta para la obtencién de las
preparaciones citogenéticas varié de 7 a 22 dias (15,5 = 2,8). Por lo menos 25 células fueron analizadas por
paciente. El tiempo de entrega de resultados varié de 12 a 25 dias (18,7 *2,8 dfas). La frecuencia de éxito
de cultivo fue del 98,7%. Cariotipos anormales fueron identificados en 22 casos (4,2%), siendo tres (0,6%)
rearreglos cromosémicos equilibrados y 19 (3,6%) anomalias cromosémicas no equilibradas. De estas, la
anormalidad cromosdmica mas frecuente fue la trisomfa del cromosoma 21 (27,3%). Fueron identificados
cinco casos de cromosomas marcadores, tres en forma de mosaico. Fueron confirmados seis (18,2%)
resultados anormales detectados en Vellosidad Corial (VC). La frecuencia de pseudomosaicismo encontrada
fue del 2,3%. Nuestros datos confirman la precisién del estudio citogenético en liquido amnidtico obtenido
por AR Con procedimientos de rutina bien establecidos y protocolos adecuadamente estandarizados en
el laboratorio de diagndstico prenatal, se aumenta el éxito de los cultivos de células de liquido amnidtico
obtenido por AP y se reduce el tiempo medio de entrega de resultados.

Palabras clave: diagndstico prenatal, amniocentesis precoz, anomalias cromosdmicas.

Abstract
The early amniocentesis: cytogenetic study in 505 pregnant
Cytogenetic diagnosis in amniotic fluid after early amniocentesis is an alternative to woman in the first trimester
of pregnancy. The aim of this study was to ascertain the type and frequency of chromosomal aberrations in
amniotic fluid samples collected after early amniocentesis (EA). In the period of five years, 53 | EA were carried
out in 505 patients (479 single and 26 multiple gestations) the gestational age of whom varied between 12
+ 0/7 - 14 + 6/7 weeks + days. The main indication for offering the procedure was advanced maternal
age (66.3% cases). Cultures were established in Chang or Amniomax media, using flask incubation. The
time to obtain the cytogenetic preparations ranged from 7 to 22 days (15,5% 2.8m =*s.d.). At least 25 cells
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were analyzed per patient. The time to provide the cytogenetic results ranged from |2 to 25 days (18.7+
2.8 days, m =*s.d). The culture success rate was 98.7%. Abnormal karyotypes were identified in 22 cases
(4.2%); three (0.6%) of these were balanced and |9 (3.6%) were unbalanced chromosomal rearrangements.
The most frequent unbalanced chromosomal aberration was trisomy 21 (27.3%). Five cases of marker
chromosomes were identified, three of which were mosaic. Six abnormal results found in chorionic villus
sampling were confirmed. The frequency of pseudomosaicism was 2.3%. Our data confirm the accuracy
of cytogenetic studies on amniotic fluid collected through EA. When established routine procedures and
standardized protocols are used, the incidence of culture success increases significantly, and the mean time
to deliver the results decreases.

Keywords: prenatal diagnosis, early amniocentesis, chromosomal abnormalities.

Resumo
Amniocentese precoce: estudo citogenético em 505 gestantes

O diagndstico citogenético em liquido amnidtico obtido por amniocentese precoce (AP) é uma alternativa a
gestante de primeiro trimestre. O objetivo deste trabalho foiaveriguar o tipo e a frequéncia de anormalidades
cromossomicas encontradas em amostras de liquido amnidtico obtido por meio dessa técnica de coleta.
Num periodo de 5 afos, 53 | AP foram efetuadas em 505 pacientes (479 gestacdes Unicas e 26 gemelares),
com idade gestacional variando de 12 0/7 a 14 6/7 semanas. A principalindicacdo para a realizacido do
procedimento foi idade materna avancada (66,3% doscasos). As culturas foram estabelecidas em meio Chang
e Amniomax (cultura em frasco). O tempo de coleta para a obtencdo das preparagdes citogenéticas variou
de 7 a 22 dias (15,5 = 2,8). Pelo menos 25 células foram analisadas por paciente. O tempo de entrega
deresultados variou de 12 a 25 dias (18,7 = 2,8 dias). A frequéncia de sucesso de cultura foi de 98,7%.
Caridtipos anormais foram identificados em 22 casos (4,2%), sendo trés (0,6%)rearranjos cromossémicos
equilibrados e 19 (3,6%) anomalias cromossdmicas ndoequilibradas. Destas, a anormalidade cromossdmica
mais freqUente foi atrissomia docromossomo 21 (27,3%). Foram identificados cinco casos de cromossomos
marcadores, trés em forma de mosaico. Foram confirmados seis (| 8,2%) resultados anormais detectados em
AVC. A freqiiéncia de pseudomosaicismo encontrada foi de 2,3%. Nossos dados confirmam a precisao do
estudocitogenético em liqguido amnidtico obtido por AP Com procedimentos de rotina bem estabelecidos e
protocolos adequadamentepadronizados no laboratério de diagndstico pré-natal, aumenta-se o sucesso das
culturas de células de liquido amnidtico obtido por AP e reduz-se o tempo médio de entrega de resultados.
Palavras-chave: diagndstico pré-natal, amniocentese precoce, anomalias cromossdmicas.

Introduccion proporcionar a la pareja y a su médico, informacién

del embarazo para que decidan cémo serd la asistencia
Las anomalias cromosémicas son causas QUrante ?l Lranscurso del mismo. )
. . . . Un diagnéstico precoz se constituye en una
importantes de mortalidad perinatal y morbidez . ; .

ventaja para el rastreo de anomalias cromosémicas

infantil. El riesgo de aberraciones cromosémicas . . ., ,
en el primer trimestre de la gestacién. Asi, se vuelve

constituye la més frecuente indicacién para realizar
un procedimiento prenatal invasivo. El objetivo de

las técnicas de diagndstico citogenético prenatal es

menos traumdtica una eventual interrupcion por la
anomalia diagnosticada. La amniocentesis precoz
(AP) representa una técnica alternativa, capaz de
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proporcionar resultados comparables a los de la
amniocentesis tradicional (AT) en términos de
seguridad y calidad de las preparaciones citogenéticas.

El éxito del cultivo en AP depende de la edad
gestacional y se torna satisfactorio a partir de la 11a
semana (1). Después de ese periodo, el material
recolectado permite diagnosticar con la rapidez y
precisién que exige el diagndstico citogenético (2,
3, 4).

En Brasil, la AP fue introducida en 1992y, desde
entonces, se ha reportado una frecuencia de alrededor
del 99% en el éxito del cultivo (5,6).

Este trabajo analiza el tipo y la frecuencia de
anormalidades cromosémicas encontradas en
muestras de liquido amnidtico obtenido por medio
de AP en un grupo de embarazadas atendido en una
institucién brasilera de diagnéstico prenatal.

Materiales y métodos

La poblacién estudio fue constituida por
embarazadas sometidas a AP para la realizacién del
diagndstico citogenético prenatal. En una consulta
de consejerfa genética antes del procedimiento, se
informé a la paciente acerca de las limitaciones,
riesgos, beneficios y tiempo medio de obtencién de
los resultados. El dia del examen, antes de la puncién
verific6 por ultrasonografia la viabilidad fetal, la edad
gestacional, la insercién de la placenta, el nimero de
fetos y se evalué el volumen del liquido amniético
(antes de la puncién). Se recolectd aproximadamente
Iml de LA por semana gestacional. Excepto en los
primeros 19 procedimientos, realizados con aguja
20 gauge, la puncién fue realizada con aguja 22
gauge bajo visualizacién ultrasonografica directa. La
puncién con aguja 20 gauge fue abandonada después
de la recomendacién de Henry y Miller (7).

Los amniocitos fueron cultivados por la técnica
de cultivo en frasco, en presencia de CO2 (5%) a
37°C. Se utilizé medio Chang D (Irvine Sdentific)
o Amniomax (Life Technologies). En media, la
cosecha se produjo después de 15 dias de cultivo.
Se anadié colchicina(Sigma) al cultivo 50 minutos
antes de la cosecha en una concentracién de 4x10-
5M. Las células fueron hipotonizadas con citrato de
sodio (0,8%) por 25-30 minutos a 37°C y fijadas
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con solucién 3:1 de metanol-dcido acético (Merck).
El andlisis cariotipico fue realizado en preparaciones
procedentes de dos o mds frascos de cultivo. Fueron
analizadas 25 metafases por paciente: diez con
coloracién Giemsa de rutina y 15 con bandas G.

Cuando en uno de los frascos de cultivo se encontr6
una o mds células anormales, la diferenciacién entre el
mosaicismo verdadero y el pseudomosaicismo siguié
el protocolo de Hus (8,9). El mosaicismo verdadero
fue definido como la presencia de diferentes
complementos cromosémicos en dos o més linajes
celulares provenientes de dos o mds frascos de cultivo.
El pseudomosaicismo fue definido como la presencia
de una o varias células en un tinico frasco de cultivo,
con un complemento cromosémico diferente de aquel
encontrado en la mayoria de las células analizadas.
La contaminacién por células maternas (CCM) fue
definida como la ocurrencia de por lo menos una
célula XX en medio de linajes mayoritariamente XY.

En los casos de resultados que inclufan rearreglos
cromosémicos y cromosomas marcadores, fue
realizado el estudio citogenético de los padres. Los
cromosomas marcadores fueron estudiados a través
de diferentes métodos de bandas cromosémicas (G,
C,NOR) y, en un caso, a través de hibridacién in situ
por fluorescencia (FISH). En los casos de resultados
que inclufan mosaicismo verdadero y o/cromosomas
marcadores, se aconsejé a la paciente la confirmacién
del diagnéstico citogenético a través del andlisis de
sangre fetal (cordocentesis).

En AP realizadas para la confirmacién de
mosaicismo encontrado en VG, se utilizaron muestras
de los tres frascos de cultivo y se analizaron entre 50
y 100 células.

El fracaso en los cultivos fue definido como la
ausencia de crecimiento celular o contaminacién.
En esos casos, fue necesario repetir la amniocentesis.
La frecuencia de éxito delcultivo fue definida como
el niimero de casos en que el resultado citogenético
fue obtenido por el nimero total de casos en que se
inicié un cultivo.

A partir del establecimiento del cultivo, el tiempo
de colecta fue representado por el nimero de dias
necesarios para que la proliferacién celular fuera
suficiente para la obtencién de un niimero razonable
de metafases para andlisis. Para verificar la existencia
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Tabla 1. Indicaciones para la realizacién de la amiocentesis precoz.

INDICACIONES

Edad materna avanzada > 35 afios

e  Sin otras indicaciones

e  Con otras indicaciones
Anomalfa cromosémica previa
Hijo anterior con malformacién congénita
Anomalia en ultrasonido
Rearreglos cromosémicos en los padres
Anomalia cromosémica en VC en mosaico
Anomalfa cromosémica en VC sin mosaico
Abortos a repeticién

Edad materna <35 afios
Ansiedad
Anomalfa cromosémica previa
Hijo anterior con malformacién congénita
Anomalia en ultrasonido
Anomalia cromosémica en VC en mosaico
Anomalfa cromosémica en VC sin mosaico
Abortos a repeticién
Enfermedades congénitas

TOTAL

TOTAL
335 66.3
286 56.6
49 9.7
6 1.2
4 0.8
6 1.2
2 0.4
17 3.3
6 1.2
8 1.6
110 21.8
18 3.5
9 1.8
8 1.6
8 1.6
2 0.4
9 1.8
6 1.2
505* 100

*con base en 505 pacientes

de correlacién entre el volumen de liquido amniético
aspirado y el tiempo de colecta, fue realizado un
andlisis de regresién lineal.

El tiempo de entrega de los resultados fue el periodo
transcurrido entre la realizacién de la amniocentesis
y la entrega de los resultados citogenéticos.

Posteriormente, fueron enviados cuestionarios a las
pacientes con la finalidad de obtener informaciones
acerca de los datos obstétricos del parto y clinicos
del recién nacido. El seguimiento de los casos fue
realizado por teléfono (con la paciente o el obstetra)
cuando esos datos no fueron remitidos a la institucién
donde este estudio fue conducido.

Resultados

En un periodo de cinco anos, 531 AP fueron
realizadas en 505 pacientes (479 gestaciones tnicas y
26 gemelares). La edad gestacional en el momento de
la colecta varié de 12 0/7 a 146/7 semanas (media +
1 d.p. = 13,7 £ 0,67). La edad materna varié de 18 a
46 anos (media + 1 d.p. = 35,7 + 4,47). En el grupo

por encima de 35 afos, la edad media fue de 38,3 +
2,41 anos.

Indicaciones

La principal indicacién para la realizacién del
procedimiento fue la edad materna avanzada,
representando un 66,3% de los casos (Tabla 1). En
los cariotipos anormales, diez (45,5%) tuvieron
cémo Unica indicacién edad materna avanzada y diez
(45,5%) presentaron, ademds de la edad materna, otras
indicaciones: translucencianucal aumentada (n=2), hijo
anterior malformado (n=1), rearreglo cromosémico en
la madre (n=1) y anomalia cromosémica en VC (n=0).
En un caso (4,5%) la indicacién para la realizacién
del examen fue la presencia de un hijo anterior con
sindrome de Down y, en otro, la confirmacién de los
resultados (mosaico) obtenidos en la VC.

Otras razones para la realizacién del examen estin
relacionadas en la Tabla 1. La distribucién de la
edad gestacional en que los procedimientos fueron
realizados, para cada categoria de edad materna, se
encuentra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Numero de procedimientos realizados por edad gestacional, edad materna y algunas caracteristicas de laboratorio.

Edad materna (afios) 12-1267
<30 7
30-34 15
35-39 21

> 40 12
TOTAL 55 (10.4%)
Medida vol. LA (m+ 1 d.p) 13.7 £2.2
Falla en el cultivo 2 (0.4%)
Tiempo de colecta (m= 1 d.p) 15.7+3.4
Tiempo de entrega de

Resultados (m+ 1 d.p) 19.5+£2.6

SEMANAS DE GESTACION

13-13%7 14-14%7 TOTAL*
28 24 59 (11.1%)
66 34 115 (21.7%)
135 90 246 (46.3%)
58 41 111 (20.9%)
287 (54.0%) 189 (35.6%) 531 (100.0%)
14.9 £1.3 145.0 £ 1.5 143+ 1.5
3(0.6%) 2 (0.4%) 1.3%
14.5+2.5 142 +2.8 15.5+2.8
18.8 + 2.7 18.2+2.9 18.7+2.8

*con base en 531 procedimientos

Procedimientos de laboratorio

El tiempo de colecta para la obtencién de las
preparaciones citogenéticas varié de 7 a 22 dias (m
+ 1d.p.= 15,5 +2,8). Existe una correlacién negativa
de pequena intensidad, sin embargo estadisticamente
significativa, entre el volumen de liquido amniético
utilizado en el cultivo y el nimero de dias necesarios
para la obtencién de las preparaciones: y = 15,5-0,08.
x (F=10,46; gl1=1; gl2 = 524; P = 0,001),coeficiente
de correlacion r = -0,14 significativamente diferente
de cero. El tiempo de entrega de resultados varié de
12 a 25 dias (m + 1d.p. 18,7+2,8 dias).

La frecuencia de éxito en los cultivos fue del 98,7%.
Fueron registrados siete casos (1,3%) de falla: cinco por
falta de crecimiento celular y dos por contaminacién.
De los cinco casos de ausencia de crecimiento
celular, tres ocurrieron dentro de los primeros diez
procedimientos realizados, es decir, cuando la técnica
estaba siendo implementada. Del total de siete casos,
tres repitieron AP y en ellos se obtuvieron resultados
citogenéticos en la segunda tentativa. Dos pacientes de
las siete, repitieron el examen, pero ya se encontraban
en la edad gestacional de la amniocentesis tradicional.
En dos casos, no fue posible repetir el procedimiento;
una de las pacientes volvié a su pais de origen y otra
opté por un aborto social.

Andlisis citogenético
De los 531 procedimientos realizados, fueron
obtenidos 527 (99,3%) resultados citogenéticos.
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Cariotipos anormales fueron identificados en 22 casos
(4,2%), siendo tres (0,6%) rearreglos cromosémicos
equilibrados y 19 (3,6%) anomalias cromosémicas no
equilibradas (Tablas 3, 4 y 5). De estas, la anomalia
cromosémica mds frecuente fue la trisomia del
cromosoma 21 (27,3%), seguida por la trisomia
del cromosoma 18 (18,2%) y por el cariétipo 47,
XXY (13,6%). Fueron identificados cinco casos de
cromosomas marcadores, tres en forma de mosaico,

Tabla 3.

Cromosomas marcadores

En el mosaicismo 46,XX/47,XX,+mar (paciente 11,
Tabla 4), fue encontrado un marcador no satelitado,
presente en 55% de las metafases, de tamafio menor al
de los cromosomas del grupo G. El patrén de bandas
G no permitié la identificacién de este marcador.
En la identificacién por FISH fueron utilizadas
sondas centroméricas (AneuScreen-Vysis) para los
cromosomas X, Y, 18 (Figura 1). Se utilizaron también
sondas Coatsome (Oncor) para los cromosomas
15, 22 y 9. Este andlisis fue realizado en el Servicio
de Consejeria Genética de Botucatu IBB/UNESP
(Figura 2 y 3). No fue posible demostrar el origen del
marcador con las sondas utilizadas. La cordocentesis
realizada en la 20a semana confirmé el mosaicismo.
Los padres, cuyo cariotipo era normal, optaron por la
interrupcién del embarazo.

Un segundo feto presentd cariotipo en mosaico
46,XY/47,XY,+mar (paciente 12). El cromosoma
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Tabla 3. Resultados citogenéticos de 531 muestras recolectadas por amiosentesis precoz.

RESULTADOS CITOGENETICOS n (%)
46,XX 269 50.6
46,XY 236 44 .4
Rearreglos equilibrados 3 0.6
Anomalias sin mosaico 15 2.8
Anomalias en mosaico 4 0.8
Falta de crecimiento / contaminacién 4 0.8
Total 531 100

Tabla 4. Anomalias cromosémicas no equilibradas en amiosentesis precoz.

. Edad maternay ANOMALIAS
Paciente ) INDICACION CROMOSOMICAS NO SEGUIMIENTO
gestacional EQUILIBRADS (AP)
1 43 14°7 Edad materna +AVC 47, XX,+21 IG
(47,XX,+21)
2 36 137 Edad materna 47,XX,+21 1G
3 36 137 Edad materna + TNA: 5mm 47, XX,+21 IG
4 361417 Edad materna 47, XX,+21 RN afectado
5 41 13%7 Edad materna +TNA: 5.7mm 47,XX,+21 1G
6 40 14%7 Edad materna +AVC 47 XX,+21 IG
{46,XY747,XY,+21}(11%:89%)
7 45 13" Edad materna + HAM 47 XX,+18 Muerte neonatal
8 39 12°7 Edad materna +VC 47,XY,+18 IG
{46,XY/47,XY+18}(10%:90%)
9 41 127 Edad materna 47.XY,+18 IG
10 40 137 Edad materna + VC 46,XY/47,XY,+18 1G
{48,XY,+15,+18/47,XY,+15/ (25%:75%)
47 XY,+18/46,XY}
(82%:6%:9%:3%)
11 37 14%7 Edad materna 46,XX/47,XX,+mar® CO: confirmado
(45%:55%) IG
12 40 147 Edad materna +VC 46,XY/47,XY,+ mar® CO: confirmado
{46,XY/47,XY+ mar} G
(75%:25%)
13 3513%7 Edad materna 46,XX/46,X,+ mar® CO: 46,XX
(92%: 8%) RN normal
14 38 1497 Edad materna 47’)O<’+d§£§b2) yi(17:22) CO: confirmado
IG
15 31 1427 Hijo anterior con sindrome de 47 XY, +mar® RN normal
Down
16 411377 Edad materna 47, XXY IG
17 41 1437 Edad materna 47, XXY IG
18 37 17% Edad materna 47, XXY IG
19 40 1277 Edad materna + VC 47, XXX,9qh+ IG
(45,X,9gh+)

TNA: Translucencia nucal aumentada
HAM: Hijo anterior con

malformaciones

CO: cordocentesis

IG: Interrupcién del embarazo.

RN: Recién nacido

@ Cariotipo normal de los padres

®Madre 46,XX,t(17;22)(p13;q11.2)

© Padre 46,XY/47,XY,+mar
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Tabla 5. Rearreglos cromosémicos equilibrados.

Edad materna y

REARREGLO CROMOSOMICO
EQUILIBRADO (AP)
46,XY,t(16;17)(q24;q12)pat
45,XY,der(13;21)(q10;q10)mat

Paciente . INDICADOR
gestacional
20 41 13%7 Edad matrena
21 23 137 Mosaico en VC
45,XY,der(13;21)(q10;q10)/46,XY,(13;21)
(q10;q10),+6
22 35 137 Edad materna + rearreglo

46,XY,inv(10)(p11q1l1)mat

Cromosémico en la madre {46,XX,inv(10)

(pliql)}

adicional era bisatelitado (presente en 54% de las
metafases), se sugirié entonces el origen a partir de un
cromosoma acrocéntrico. La cordocentesis realizada
en la 20a semana confirmé el mosaicismo. Los
padres presentaban cariotipo normal y optaron por la
interrupcién del embarazo.

Fue encontrado un marcador puntiforme en un
8% de las metafases provenientes de un tercer feto
cuyo diagnéstico fue de mosaicismo 46,XX/46,X,+mar
(paciente 13). Una cordocentesis fue realizada en la
20a semana para la confirmacién de esos resultados;
el resultado citogenético fue normal (46.XX). El
examen ultrasonografico, realizado en la 20a semana
no revel4 anormalidades. El estudio cromosémico de
los padres fue normal. La gestacién fue mantenida
hasta el término, con el nacimiento de un nifio normal.

Fue detectado cariotipo 47,XX,+mar en un cuarto
caso (paciente 14). El cromosoma adicional satelitado
era acrocéntrico, menor que los del grupo G. No
fue identificado con las técnicas convencionales de
coloracién debido al tamano reducido. Después del
estudio cromosémico de los padres, se verificé un
rearreglo heredado, hecho desconocido de la familia
hasta entonces. Con las informaciones encontradas
por el estudio del cariotipo materno, se verificé que
el feto era [47,XX,+der(22)t(17;22)(p13;q11.2)mat].
La cordocentesis realizada en la 20a semana confirmé
este resultado. El examen ultrasonogréfico conducido
en la 20a semana detecté arteria umbilical tnica. La
pareja opté por la interrupcién del embarazo.

El quinto caso envolviendo marcadores fue de un
feto masculino (paciente 15). El cromosoma marcador
era bisatelitado, metacéntrico, de menor tamafo que
los del grupo G. Después de estudio cromosémico
de los padres, se verificé presentar origen paterno
(padre 46,XY/47,XY,+mar). Los resultados del examen
ultrasonografico fueron normales y la gestacion fue
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mantenida hasta el término, con el nacimiento de un
nifo normal.

Rearreglos equilibrados

Tres rearreglos cromosémicos equilibrados fueron
diagnosticados (Tabla 5): una inversién pericentrica
(inv10), una translocacién robertsoniana [der (13;21)
(q10;q10)]— en este caso la amniocentesis se realizé
para la confirmacién de mosaicismo en VC—y una
translocacién (16;17)(q24;q12). En los tres casos, los
rearreglosfueron de origen parental. Las tres gestaciones
evolucionaron normalmente.

Confirmacién de resultados de VC

En algunos casos (n=25), la AP fue realizada parala
confirmacién de mosaico en VC. Ademds de las lineas
celulares normales, fueron encontradas lineas celulares
anormales, asi distribuidas: trisomias de los autosomos
en 13 casos, aneuploidias de los cromosomas sexuales
en cuatro, cromosomas marcadores en dos, tetraploidia
en uno y rearreglos estructurales en cinco. De esos 25
casos, cuatro (16%) fueron confirmados (Tabla 4): en

Figura 1: Resultados citogeneticos del feto con cariotipo
46,XX/, XX, +mar.

A: Cromosoma marcador (seta) después FISH (sonda AneuScreen-
Vysis: DX1 SpectrumGreen, DYZ3 StectrumOrange, D18Z1
SpectrumAgua).

B: Cromosoma marcador (seta) después de bandas G.
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Figura 2: Metafase mostrando resultados de FISH del feto con cariotopo 46,XX/47,XX+mar. Sonda Coatsome (Oncor) para cromosoma 15.

A B

Figura 3: Metafase mostrando resultados de FISH del feto con cariotipo 46,XX/47,XX,+mar. Sonda Coatsome (Oncor) para los cromosomas
22 (A)y9 (B).
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las gestaciones de las pacientes 10 y 12 fue confirmado
el mosaicismo y en las pacientes 6 y 8 solamente la
linea celular anormal fue confirmada.

En otros casos (n=8), la AP fue realizada para
la confirmacién de resultados anormales en VC
(no mosaico), o sea, dos casos de tetraploidia, uno
de triploidia, dos de monosomia del cromosoma
X, dos de trisomia de los autosomos y un caso de
rearreglo estructural. De estos ocho casos, dos (25%)
fueron confirmados (Tabla 4). En la paciente 1, fue
confirmada la linea celular anormal y, en la 19, fue
detectada unalinea celular anormal que no se habia
observado en el andlisis de la VC.

Pseudomosaicismo

La frecuencia de pseudomosaicismo encontrada fue
del 2,3%, siendo 1,5% (ocho casos) de célula tinica y
0,8% (cuatro casos) de multiples células. El hallazgo
mids frecuente fue la trisomia del cromosoma 2 (33%).
Se observaron tres casos (0,6%) de contaminacién por
células maternas.

Seguimiento

La frecuencia de respuesta a los cuestionarios de
seguimiento fue del 90,4%. En 17 casos (3,2%),
hubo interrupcién voluntaria de la gestacién: una
por anormalidad detectada a la ultrasonografia
(anencefalia), una por razones sociales y 15 por
aberraciones cromosdmicas.

Discusion

El diagnéstico citogenético en muestras obtenidas
por AP representa una alternativa en diversas
situaciones en que es solicitado un estudio citogenético
prenatal. La edad materna avanzada es la indicacién
mis frecuente, llegando, en algunos servicios, a
representar mds del 70% de los casos (10,11). En la
poblacién estudiada, 66,3% de las pacientes tenian
esa indicacion, presentando una edad de 38,3 + 2,41
afos (m=1 d.p.). Ya estd bien establecido que el riesgo
de concebir un feto con aberraciones cromosémicas
aumenta en el transcurrir de la vida reproductiva
de la mujer a punto de que, después de 35 anos, se
justifica ofrecer a las pacientes exdmenes citogenéticos
prenatales. En este estudio, se encontraron diez
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cariotipos anormales (3,5%) en 286 casos de exdmenes
citogenéticos realizados porque la embarazada
presentaba 35 afos o mds. Sin embargo, en 24.901
amniocentesis de segundo trimestre estudiadas por
Caron (11), realizadas por la indicacién de edad
materna > 35 afos, la frecuencia de aberraciones
cromosémicas fue del 1,8%. El hecho puede ser
atribuido a las diferentes épocas de realizacién de los
procedimientos en cada estudio.

Ademds de la edad igual o superior a 35 afios, otros
factores de riesgo pueden aumentar la probabilidad
de aberraciones cromosémicas en fetos. En el grupo
estudiado, varias embarazadas se encuadraban en
esa situacién: en dos diagndsticos de trisomia del
cromosoma 21, la ultrasonografia de primer trimestre
habia detectado translucéncianucal aumentada. La
literatura confirma la relacién entre marcadores
ultrasonogrificos, como la translucencianucal,
y las anomalias cromosémicas (12, 13,14). En
una paciente con historia de hijo anterior con
malformaciones mdltiples (sin que se haya realizado
estudio cromosémico) el examen detectd feto
47,XX,+18. Un feto con inversién 46,XY,inv(10)
(pl1ql1)mat fue detectado en una madre con el
mismo rearreglo cromosémico.

La frecuencia total de anomalias cromosémicas
encontradas (4,2%) es compatible con otros hallazgos
de la literatura sobre AP, aunque algunos estudios
relatan frecuencias mds bajas: un 0,7% (15), un
1,9% (16), un 2,6% (17, 18, 19), un 3,3%. (20). Sin
embargo, la frecuencia referida en otros trabajos fue
del 4,9% (2,21), un 5,5% (22) y un 6,2% (10). La
discrepancia entre los diferentes estudios es debida ala
heterogeneidad de las poblaciones estudiadas, inclusive
en lo concerniente a las indicaciones para el estudio
cromosémico prenatal.

El diagnéstico de rearreglos cromosémicos
aparentemente equilibrados y de pequenos cromosomas
marcadores constituye una situacién de dificil
conducta en consejeria genética, pues requiere
cuidadosa evaluacién citogenética e interpretacién del
significado clinico. Es de gran importancia obtener el
cariotipo de los padres para determinar si el rearreglo
fue heredado o expresado de nuevo. En los rearreglos
equilibrados, si uno de los padres es portador del
mismo, no hay evidencia de riesgo aumentado para
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anomalias fenotipicas o retardo mental. Sin embargo,
se debe considerar la posibilidad que estos incluyan
una anormalidad submicroscdpica, no diagnosticable
por la citogenética tradicional (23). Tres (0,6%)
rearreglos heredados (dos translocaciones equilibradas
y una inversién) fueron diagnosticados en este
estudio. Frecuencias semejantes fueron observadas por
otros autores (24,25). En los tres casos, el embarazo
evoluciond normalmente hasta el término y los ninos
han presentado desarrollo cognitivo y psicomotriz
normal para la edad.

Establecer un prondstico enfrenta serias dificultades
en el caso de cromosomas marcadores, cuya prevalencia
en liquido amnidtico varia de 0,05% a 0,11% (26, 11,
27). Cinco casos (un 0,9%) fueron observados en la
muestra evaluada, tres de ellos en forma de mosaico.
Los estudios por bandeo G, Cy NOR no permitieron
la identificacién del origen de ninguno de los
cromosomas marcadores encontrados. En uno de los
casos, fue realizado un andlisis por FISH que tampoco
fue conclusivo en cuanto al origen del marcador.

Los hallazgos de cromosoma marcador en forma de
mosaico demandaron el andlisis de los tres frascos de
cultivo para establecer el porcentaje real de mosaicismo.
Laconsejeria genética, se dio con base en datos
existentes en la literatura. Se aconsejé también a las
pacientes que confirmaran el diagnéstico citogenético
a través del andlisis de sangre fetal (cordocentesis) y
seguimiento ultrasonogrifico. Es importante resaltar
que en los tres casos confirmados por cordocentesis los
padres decidieron por la interrupcién de la gestacién.
En el caso no confirmado, la pareja optd por continuar
con la gestacién, que prosiguié hasta el término, con un
recién nacido normal. La confirmacién del diagnéstico
es esencial pues suministra datos que podrd ayudar en
la decision de la pareja con relacién al mantenimiento
o no del embarazo.

No es bien conocido el riesgo de alteraciones
fenotipicas cuando un cromosoma marcador es
identificado en el feto. En algunas familias, los
cromosomas marcadores segregan sin causar cualquier
efecto clinico aparente. Por otro lado, su presencia
puede asociarse a malformaciones, compromiso
mental, alteraciones del desarrollo sexual o problemas
de fertilidad (28). Cuando el cromosoma marcador
encontrado en el feto es heredado, normalmente no

hay riesgo aumentado para anomalia fenotipica, salvo
en los casos de progenitor en mosaico. Sin embargo,
cuando el marcador es un pequefio cromosoma
heredado de un progenitor con translocacién
equilibrada, casi siempre se observan anomalias
fenotipicas (29,23). Para los casos de novo, los riesgos
fetales no son féciles de cuantificar. Segtiin Warburton
(30), el riesgo de anomalia fenotipica es del 14,7% en
feto portador de cromosoma marcador no satelitado y
de 10,9% cuando el marcador es satelitado. El riesgo
total para ambos tipos de marcadores es del 13,5%.
No se ha observado diferencias en el riesgo para
anomalias fenotipicas cuando los fetos son portadores
de cromosomas marcadores en mosaico.

Otro problema en el diagnéstico citogenético
prenatal es el hallazgo de mosaicismo. Datos
recolectados a partir de 179.663 amniocentesis
mostraron una frecuencia del 0,309% (555/179.663)
de mosaicismo verdadero (31). Esos autores observaron
que la forma mis frecuente envolvié alteraciones
numéricas de los cromosomas sexuales; mosaicismos
envolviendo aberraciones estructurales de estos
cromosomas (excluyéndose marcadores) fueron los
menos frecuentes. En nuestra muestra encontramos
cuatro mosaicos (0,8%); tres de ellos inclufan
cromosoma marcador (anteriormente descritos).
Como existen pocos datos sobre el seguimiento a largo
plazo de nacidos vivos con mosaicismo, la consejeria
genética prenatal merece cautela. A los padres, se les
debe explicar que la proporcién de cada linea celular
en cultivo no refleja la verdadera composicion del
mosaicismo en los tejidos fetales. A los padres se
les debe dejar claro en cuanto a la imposibilidad de
predecirse el fenotipo del feto. A lo sumo, es posible
suministrar un espectro de los fenotipos posibles.

Tradicionalmente, se utilizada sangre fetal
para confirmar o excluir el mosaicismo detectado
en amniocitos. Conjuntamente con el examen
ultrasonogrifico, esa medida puede ser de gran
auxilio en la decisién a ser tomada por los padres.
Sin embargo, el ultrasonido presenta limitaciones y
la sangre es solo uno de los varios tejidos fetales. Por
eso, se debe tomar el cuidado de no proporcionar a
los padres una falsa sensacién de seguridad cuando
el examen ultrasonogrifico es negativo y no se
encuentran células anormales en sangre fetal. La
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expresién variable de la anomalia en diferentes tejidos
puede llevar a un diagndstico prenatal incorrecto.
El cariotipo normal en sangre fetal no excluye la
posibilidad de mosaicismo verdadero en el feto (31,
32, 33). Esos autores proponen que la biopsia de piel
fetal debe ser utilizada en algunos tipos de mosaicismo
en liquido amniético.

El pseudomosaicismo, fenémeno de ocurrencia
in vitro, no posee significado clinico, ni refleja el
cariétipo fetal. Puede presentarse de dos formas:
pseudomosaicismo de célula Gnica, cuando la
anormalidad aparece en una célula (mosaicismo nivel
I) y el pseudomosaicismo de multiples células, que se
presenta en dos o més células en el mismo frasco de
cultivo o en una tinica colonia en el caso del método de
cultivo in situ (mosaicismo nivel II). En los dos casos,
los resultados no se repiten en los otros frascos de cultivo
(34, 8, 35,306). La frecuencia de pseudomosaicismo en
nuestra casuistica fue de 2,3%. Frecuencias menores
han sido relatadas: 0,65% (37), un 1,75% (38). Sin
embargo, en el trabajo del CEMAT, Winsor (16)
reportaron 162 casos de mosaicismo nivel I (7,8%) y
34 casos de mosaicismo nivel II (1,6%). Kerber y Held,
(39) relataron una frecuencia de pseudomosaicismo
mayor en AP que en la AT. No se encontré explicacién
concreta para esos hallazgos, pues las condiciones
de cultivo fueron idénticas en todas las muestras. Se
presume que la presencia de un mayor porcentaje de
células extraembrionarias en las muestras obtenidas en
menor edad gestacional, podria ser la causa.

La frecuencia de contaminacién por células
maternas en las muestras analizadas fue del 0,6%.
Datos de cuatro grandes estudios colaborativos
sugieren una frecuencia total del 0,25% de CCM en
liquido amnidtico (40, 41, 42,43). Sin embargo, en
algunos relatos la incidencia de contaminacién llega a
0,5% (8). Como generalmente es baja la proporcién
de células maternas y el andlisis es siempre hecho
en dos o mds frascos de cultivo, raramente ocurren
errores diagndsticos por ese motivo. Sin embargo,
es importante implementar en cada laboratorio de
diagndstico prenatal, protocolos para la identificacién
dela CCM, teniendo en cuenta las graves consecuencias
de resultados inexactos en el entorno prenatal,(44).

A pesar que el andlisis cromosdmico fetal por VC sea
el método més rpido y precoz de diagnéstico fetal, en
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algunos casos es necesario efectuar una comprobacién
de los resultados a través de la amniocentesis, pues la
presencia de lineas celulares anormales puede estar
confinada a la placenta. En esos casos, la AP se torna
una herramienta imprescindible para la confirmacién
precoz de los resultados de la VC. En nuestra muestra,
fueron confirmados 18,2% de los casos (6/33) de las
anomalias cromosémicas en VC (en mosaico o no).
En los casos adicionales, el cariotipo fue normal,
confirmando que la anomalia estaba restricta a la
placenta.

Varios puntos importantes del trabajo de laboratorio
deben ser considerados cuando se utiliza AP para el
diagndstico de anomalias cromosémicas. La precisién
del estudio citogenético en liquido amniético es uno de
los factores més relevantes. La calidad de los patrones
de bandeo cromosémico de células obtenidas en
cultivo de liquido amnidtico de gestaciones precoces
es semejante a aquella encontrada en AT (6).

El tiempo medio de colecta y entrega de los
resultados varié en funcién del volumen de liquido
amnidtico aspirado, como se confirmé por el andlisis
estadistico de regresién lineal. El volumen de liquido
amnidtico utilizado para iniciar la cultura depende
del protocolo utilizado. En nuestra experiencia,
aproximadamente 1ml de liquido amniético por
semana gestacional fue recolectado. El volumen de
muestra recibido fue dividido en dos alicuotas de
igual volumen para iniciar tres cultivos primarios
que normalmente avanzan a un ritmo ligeramente
diferente; asi, es posible procesarlos en dias distintos.
La eleccién del medio apropiado y la optimizacién de
las condiciones de cultivo son importantes requisitos
para minimizar el tiempo y la entrega de los resultados
citogenéticos.

Cuanto mayor la edad gestacional en el momento
de la colecta, mayor la probabilidad de éxito del cultivo
y obtencidn del cariotipo. Existen més dificultades en
el cultivo celular en muestras obtenidas antesdela 11a
semana debido al menor nimero de células obtenidas.
En esa edad gestacional, el crecimiento celular es
lento. La mayoria de los estudios han publicado una
tasa de éxito de 98 a 100% en el cultivo de muestras
recolectadas a partir de la 13a semana de gestacién
(2,3). La tasa del 98,7% de éxito encontrada en nuestro
estudio se asemeja a la descrita en la literatura.
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Con procedimientos de rutina bien establecidos
y protocolos adecuadamente estandarizados en el
laboratorio de diagnéstico prenatal, el cultivo de células
de liquido amniético obtenido por AP no representa
problemas. Con el perfeccionamiento en las técnicas
de laboratorio, el éxito aument significativamente y
se ha reducido substancialmente el tiempo medio de
entrega de resultados.

Es importante destacar que varios centros de
diagndstico prenatal estdn disminuyendo el volumen
de liquido amniético recolectado por AP para
minimizar los riesgos de problemas relacionados al
procedimiento (17, 45,46). En nuestro servicio, la
AP ya no es realizada en gestaciones con menos de 13
semanas y se hace un esfuerzo en conseguir resultados
a partir de cantidades cada vez menores de liquido
amni6tico. En el momento, la cantidad necesaria de
liquido amnidtico para la obtencién de resultados
citogenéticos es de aproximadamente 10ml a las 13
semanas. Los resultados acerca de la tasa de éxito con
estas condiciones, asi como el tiempo de entrega del
diagnéstico, estdn siendo analizados y serdn publicados
en un préximo informe.
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