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PALABRAS CLAVE Resumen

Diagndstico prenatal, Introduccion: La amniocentesis para el estudio cromosémico, es una estrategia de
citogenética, liquido am- diagnostico prenatal cuyas indicaciones para realizarla son: historia familiar de desor-
nidtico, cromosomopatia, denes genéticos, edad materna, la deteccion de malformaciones fetales, entre otras.
amniocentesis, México. El objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia de alteraciones cromo-

somicas, en los resultados de estudios citogenéticos en liquido amnidtico, enviados
durante un periodo de siete afios al Departamento de Genética de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario, de la UANL.

Material y Métodos: Se realizé un estudio retrospectivo de los resultados citogenéti-
cos, obtenidos en muestras de liquido amnidtico, recibidas de abril del 2002 a mayo
del 2009, cultivadas y procesadas bajo procedimientos convencionales estandares. Dos
observadores analizaron de 15 a 20 metafases por caso, mediante un analizador de
imagenes. Los resultados fueron comparados con la literatura.

Resultados: Se recibieron 249 muestras, 70% fueron normales, 25% anormales y en
5% no se pudo obtener el resultado, por contaminacion de células maternas o falla
en el cultivo. Las alteraciones numéricas correspondieron al 77%, siendo la trisomia 18
la mas frecuente, mientras que 23% fueron alteraciones estructurales, principalmen-
te material cromosémico adicional de origen desconocido.

Conclusiones: La indicacion de amniocentesis mas frecuente fue la presencia de mul-
tiples malformaciones y no edad materna, lo cual explica nuestro hallazgo de mayor
frecuencia de trisomia 18 y no la trisomia 21, reportada en otras series. La confirma-
cion del diagnostico al nacimiento se realizo en seis casos, reflejando la importancia
del seguimiento de los casos con estudios postnatales, que permitan corroborar el
origen de la alteracion y poder brindar una asesoria genética adecuada, con respecto
a riesgos de recurrencia.
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Introduccioén

Cytogenetic study in amniotic fluid: Seven years’ experience in the School of Me-
dicine and the University Hospital Of the UANL

Abstract

Introduction: Amniocentesis is the prenatal diagnostic strategy most performed in
recent years. Among the indications for chromosomal studies are: family history of
aneuploidy or any other genetic disorder, maternal age, as well as detection of a fetal
malformation. Amniocentesis is performed with the objective of identifying abnorma-
lities in the number or structure of chromosomes including trisomies of chromosomes
13, 18, and 21 and monosomy X. The objective of this study was to obtain the frequen-
cy of cytogenetic abnormalities in amniotic fluid samples that were sent during seven
consecutive years to the Genetics Department.

Material and Methods: We carried out an observational, retrospective analysis of
249 consecutive amniotic fluid samples results that were received during the period
from April 2002 to May 2009. The samples were cultured and processed using standard
conventional procedures to obtain chromosomes in metaphase. Fifteen to twenty me-
taphases per patient were analyzed by two independent observers.

Results: Of the cases, 70% were normal and 25% had an abnormal result, in the remai-
ning 5% no result was obtained because of maternal cell contamination and/or culture
failure. Among the abnormal results, numeric chromosomic alterations were present
in 77% with trisomy 18 being the most frequent. Structural chromosomal alterations
were present in 23%; the main structural abnormalities found were derivative chro-
mosomes with additional genomic material of unknown origin.

Conclusions: The finding of an increased frequency of fetuses affected with trisomy
18 differs from those observed in other centers where trisomy 21 is more common.
This is because in most other prenatal diagnostic centers, the main indication for am-
niocentesis is the presence of multiple malformations and not maternal age. Postnatal
follow-up of cases is important to corroborate the origin of the alteration to provide
adequate genetic counseling with regard to risk of recurrence.

en humanos, seguida por la trisomia 18 con una frecuencia
de 1 en 6 000, y la 13 con frecuencia de 1 en 10 000.4° La

El diagndstico prenatal consiste en aplicar diversas es-
trategias diagnosticas, que permitan determinar en el
embarazo temprano, si un producto esta afectado por al-
guna malformacion o trastorno genético, para ofrecer el
tratamiento adecuado si lo tiene y de no ser asi, brindarle
a la pareja la oportunidad de interrumpir la gestacion
o prepararse para enfrentar a la compleja situacion de
tener un hijo afectado, por algin desorden congénito.!
Desde hace mas de 40 anos, las células del liquido am-
niético obtenidas mediante amniocentesis, se han usado
para diagnosticar durante la gestacion, alteraciones cro-
mosomicas, entre ellas, la primera en detectarse fue la
trisomia 21.2

Las alteraciones cromosomicas se presentan en uno de
cada 160 recién nacidos vivos, y consisten en anormalida-
des en el nUmero o en la estructura de los cromosomas.?
Se denomina aneuploidia a la pérdida o ganancia de uno o
varios cromosomas. La trisomia 21 con una frecuencia en
México y en el mundo que varia de 1/550 a 1/800 nacidos
vivos, constituye la aneuploidia mas frecuente reportada

probabilidad de encontrar una anormalidad cromosomica
en el primer trimestre del embarazo, es mayor que en los
recién nacidos vivos, se estima que las cromosomopatias
se encuentran hasta en el 50% de los productos de aborto.
Las alteraciones estructurales son rearreglos del material
genético de un cromosoma o involucrando dos o mas de
ellos, pueden ser genéticamente balanceadas, en las cua-
les no existe cambio en la cantidad de material genético,
o desbalanceadas en las cuales existe ganancia o pérdida
de segmentos cromosdmicos esenciales. La alteracion es-
tructural que se detecta mas frecuentemente de manera
prenatal, es la translocacion reciproca balanceada.®

La mayoria de las trisomias autoséomicas, por ejemplo
el sindrome de Down o trisomia 21, ocurren como resul-
tado de un fenémeno denominado no disyuncion, durante
la meiosis materna, que consiste en la falla de la sepa-
racion de las dos copias de un cromosoma y la posterior
segregacion a un mismo ovocito.” La probabilidad de que
esto ocurra, se incrementa con la edad materna (EM), es
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por eso que la edad de la madre, constituye la principal
indicacion para el diagnostico prenatal citogenético. Otra
de las indicaciones para realizar una amniocentesis, es
la presencia de ciertos hallazgos ultrasonograficos, que
se asocian con un mayor riesgo de cromosomopatias,
entre ellos se encuentran las anormalidades cardiacas,
pieloectasia renal, quiste del plexo coroideo, aumento de
translucencia nucal e higroma quistico. Los marcadores
séricos maternos positivos también son indicacion para
realizar un examen cromosémico de liquido amniético.
La medicion de sustancias como la alfa-fetoproteina, la
proteina asociada al embarazo (PAP-A), la subunidad beta
de gonadotropina coridnica, pueden encontrarse en nive-
les anormales, e indicar un riesgo incrementado para este
tipo de desérdenes.®

Con el aumento del conocimiento publico acerca de
las pruebas de tamizaje prenatal, del nimero de médicos
especialistas en embarazo de alto riesgo, de la dispo-
nibilidad de laboratorios especializados, asi como de la
proporcion de mujeres con riesgo por edad materna que
tienen hijos, el uso de la amniocentesis genética se ha
incrementado considerablemente.®

En el Departamento de Genética de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gon-
zalez”, se implemento la técnica de analisis cromosémico
en liquido amnidtico a partir de abril del 2002, como
respuesta a la necesidad creciente de complementar la
atencion integral en aquellas pacientes, que requieren de
un diagnostico prenatal.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la fre-
cuencia de alteraciones cromosomicas, en los resultados
de estudios citogenéticos en liquido amnidtico envia-
dos durante un periodo de siete afos, al Departamento de
Genética de la Facultad de Medicina y Hospital Universi-
tario de la UANL.

Material y métodos

Se tratd de un estudio retrospectivo en el cual se ana-
lizaron los registros electronicos en forma anénima, de
los resultados de muestras de liquido amniotico obtenido
mediante amniocentesis, en el periodo de abril del 2002 a
mayo del 2009, se obtuvo aprobacion del Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténo-
ma de Nuevo Ledn, con la clave GN11-002.

En todos los casos, se establecieron seis cultivos pri-
marios y uno de reserva de liquido amniético, utilizando
medio Amniomax®, especifico para amniocitos y se in-
cubaron a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO, hasta la
formacion de las colonias celulares, aproximadamente
siete a nueve dias. Posteriormente, fueron procesadas
para obtener preparaciones de cromosomas en metafase,
mediante la adicion de Colcemid® en una concentracion
de 10 pg/mL, el cual inhibe la formacién del huso acro-
matico. Una vez obtenidas las metafases fueron tefidas
con la técnica de bandas GTG (patron de bandas G con
Tripsina y Giemsa), la cual utiliza tripsina como enzima
proteolitica, que permite que el colorante Giemsa se
una a secuencias ricas en A-T, esto para evidenciar las

bandas oscuras (ricas en secuencias A-T) y claras (ricas
en G-C) de cada par de cromosomas y compararlas con
el patron normal. Se analizaron de 15 a 20 metafases
con una resolucion de 400 a 450 bandas, se conto el nG-
mero total de cromosomas por metafase y se analizd el
patron de bandas en seis de ellas,® las imagenes se captura-
ron con la ayuda de microscopios de campo claro (Olim-
pus® BX51 y Zeiss® Axiolab), acoplado al analizador de
imagenes Applied Imaging Cytovision® version 3.9. EL
analisis se realizd por dos observadores independientes.
En casos de mosaicismo, se aument6 la cuenta a 30
metafases, con éste nimero de células se descarta un
mosaicismo mayor del 10% con un intervalo de con-
fianza (IC) del 95%.%° En dos casos con anormalidades
estructurales, se complement6 el analisis cromosomi-
co con la técnica de FISH, utilizando sondas especificas
de los genes ELN (elastina) y RB (retinoblastoma) para
los cromosomas 7 y 13, respectivamente. Se registro la
frecuencia de casos anormales y su distribucion, de
acuerdo con la clasificacion en tipos y subtipos de anor-
malidades cromosémicas. ™

Resultados

Se recibieron 249 casos, la principal indicacion del estudio
fue alteraciones fetales detectadas mediante ultrasonido
en un 55%. En un 20%, ademas de las anormalidades por
ultrasonido se traté de mujeres mayores de 35 afos, 10%
anormalidades ultrasonograficas y/o marcadores séri-
cos anormales, 10% solo EM, en un 9.5% no se obtuvo el
dato y en el restante porcentaje, fueron diversas las indi-
caciones para la realizacion del estudio.

El analisis cromosomico resulté normal en el 70%
(n=176), anormal en el 30% (n=61) y en el 5% (n=12) no
se pudo obtener el resultado, debido a contaminacion de
células maternas y/o falla en el cultivo, los cuales se ex-
cluyeron para el analisis final. En la Tabla 1 se muestra el
numero de muestras recibidas por afo.

Las alteraciones en el nimero de cromosomas se pre-
sentaron en el 77% (n=47) del total de casos anormales,
siendo la trisomia 18 la alteracion mas frecuente en 15
casos (32%), seguida de la trisomia 21 en 13 casos (28%),
el complemento cromosémico de 45,X se observé en 10
productos (21%), la trisomia 13 en ocho (17%) y en un
caso, se detect6 un complemento triploide (Tabla 2).

Las alteraciones cromosomicas estructurales se pre-
sentaron en 14 casos (23%), entre ellas el hallazgo mas
frecuente fue la presencia de material adicional en
alglin cromosoma, cuyo aspecto microscopico no per-
mitié identificar su origen en cuatro casos (30%). Un
ejemplo de esto se ilustra con el caso uno (Figura 1),
en el cual se realizo la amniocentesis, debido a que el
producto presentaba anomalias congénitas y retraso en
el crecimiento intrauterino, el cariotipo se reporto con
material adicional en el brazo largo de un cromosoma
6,46,XX,add(6)(q27). Se realizé cariotipo en ambos pa-
dres, en el cariotipo materno se identificé una inversion
cromosomica pericéntrica 46,XX,inv(6)(p21.2q27). Al na-
cimiento se corroboro el resultado del cariotipo en sangre



26 Gomez Puente VM, et al

Tabla 1. Resultados de los estudios citogenéticos en liquido
amniotico (2002 al 2009).

Tabla 2. Alteraciones numéricas detectadas en 47 muestras.

Alteracion n (%)
Afio Casos No,: le;es Am,),r?;;les Trisomia 18 15 (32)
2002 35 32(91) 3(9 Trisomia 21 13 (28)
2003 16 12 (75) 4 (25) 45X 10 (21)
2004 36 27 (75) 9 (25) Trisomia 13 8(17)
2005 & 25 (75) 8 (25) 69,XXX 12
2006 32 21 (65) 11 (35)
2007 38 26 (68) 12 (32)
2008 30 23 (77) 723
2009 17 10 (59) 7 41)
TOTAL 237 176 (70) 61 (30)

periférica del producto, observando una formula cro-
mosomica 46,XX,rec(6)dup(6p)inv(6)(p21.2g27)mat, que
demostré que el cromosoma 6 anormal, resulté de una
recombinacion en la meiosis entre el cromosoma inverti-
do, con su contraparte normal.

En tres casos (21%) se identifico la presencia de un
cromosoma derivativo, que es aquel que presenta altera-
cion en su estructura, ocasionada por mas de un rearreglo
en un mismo cromosoma. En la Figura 2, se muestra el
caso de un producto con un cariotipo 46,XX,der(21)t(7;21)
(g21;p11.2), en liquido amnidtico y posteriormente, se
confirmd en el recién nacido en sangre periférica, me-
diante la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia

(FISH), utilizando una sonda especifica de la region
7931, en la que se identificd la presencia de tres sefales
verdes, lo que demostrd la trisomia parcial del brazo lar-
go del cromosoma 7. Otro caso, presenté un cromosoma
derivativo debido a una translocacion reciproca balan-
ceada de origen materno entre los cromosomas 9 y 11,
la formula cromosomica fue 46,XX,der(9)t(9;11)(p23;q22)
mat (Figura 3). En uno mas, se report6 un cariotipo de
46,XX,der(14;21)(q10g10),+21, que es compatible con el
sindrome de Down consistente con los hallazgos clinicos
del paciente (Figura 4).

En otro caso, se identifico un cariotipo 46,XY,del(18)
(g21), lo que indicé pérdida de material en el brazo largo

Figura 1. Cariotipo del producto corroborado al nacimiento (sangre periférica), donde se sefala el cromosoma recombinante
compuesto por la duplicacion del brazo corto de un cromosoma 6, como resultado de una inversion pericéntrica del cromosoma 6
de origen materno A). Cariotipo en sangre periférica de la madre, donde se muestra la inversion en el cromosoma 6 B).
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Figura 2. Cariotipo del producto (liquido amnidtico), donde se sefala el cromosoma derivativo compuesto por un cromosoma 21
y parte del brazo largo de un cromosoma 7 A). Técnica de FISH mostrando tres sefales verdes correspondientes a la region 7q31,
corroborando asi una trisomia parcial del brazo largo del cromosoma 7 B).
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de un cromosoma 18, se realizo cariotipo en ambos pa-
dres y se determiné que la alteracion se origind a partir de
una inversion en el padre, el cariotipo final resultante
después del analisis postnatal fue 46,XY,rec(18)dup(18p)
inv(18)(p11.2q21.3)pat. En la Tabla 3, se muestran las al-
teraciones estructurales detectadas en las 14 muestras
(23%), donde se sefhalan aquellos casos que se corro-
boraron al nacimiento, ya sea por cariotipo en sangre
periférica, por FISH utilizando sondas especificas, o por la
historia clinica del paciente, ademas se muestran los ca-
sos en los que se determind el origen de la anormalidad.

B Trisomia parcial del brazo largo (7q)

Discusion

Entre las estrategias de diagndstico prenatal invasivo, la
amniocentesis es la técnica que mas se realiza dado su
bajo indice de riesgo, tanto para la madre como para el
feto, por encima de otros procedimientos como la biopsia
de vellosidades coriales.>''3 En México, la amniocentesis
genética se practica desde hace 25 afos, pero existen
escasas publicaciones al respecto.'™' El Laboratorio de
Citogenética del Departamento de Genética de la UANL,
es un centro que recibe aproximadamente 50 muestras

Figura 3. Cariotipo del producto (liquido amniético), donde se sefala el cromosoma derivativo compuesto por el cromosoma 9 y
brazos largos de un cromosoma 11 (banda q22 a q ter) A). Cariotipo de la madre (sangre periférica), donde se muestra la translo-

cacion reciproca balanceada entre los cromosomas 9y 11 B).
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Figura 4. Cariotipo del producto (liqguido amnio6tico), donde se
sefnala el cromosoma derivativo compuesto por un cromosoma
14 y un cromosoma 21, también se sefiala una inversion en
el cromosoma 9, considerada como una variante polimoérfica
normal.
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anuales de liquido amni6tico de mujeres con embarazo de
alto riesgo. Otros laboratorios nacionales e internaciona-
les procesan entre 250 y 1 500 muestras, ' la cantidad de
muestras recibidas en nuestra serie alin se encuentra por
debajo de la media nacional e internacional, sin que po.
damos establecer certeramente las causas, el hecho de
que en nuestro estado la legislacion impida la interrup-
cion del embarazo y el bajo nimero de obstetras con
entrenamiento en realizar amniocentesis, pudieran con-
tribuir a esta observacion.

En los Ultimos anos, con la mejoria de las técnicas
no invasivas, marcadores séricos y ultrasonograficos, se
ha intentado reducir el nimero de amniocentesis o pro-
cedimientos invasivos a aquellos embarazos, con datos de
alto riesgo de aneuploidia.™ Esto probablemente explique
por un lado, la mayor cantidad de resultados anormales
y la menor cantidad de estudios indicados, en los ultimos
anos que se analizaron en nuestro estudio.

La frecuencia de anormalidades cromosomicas es
superior a lo reportado por otros autores en México,
esto puede deberse a que la principal indicacion del

Tabla 4. Alteraciones estructurales detectadas en 14 muestras, donde se sefialan aquellos casos que se corroboraron ya sea por la
historia clinica, cariotipo en sangre periférica o utilizando FISH con sondas especificas, ademas se muestran los casos en los que

se determino el origen de la segregacion.

Alteracion n (%)

Corroborado Clinica SP FISH oP

4(30)
46,XX,add(X)(p22.3)
Material adicional 47 XY,add(13)(p13),+21

46,XY,add(17)(p13)

46,XX,rec(6)dup(6p)inv(6)(p21.2¢27)mat

1 X mat

3 (1)

LB 46 XX,der(14;21)(q10q10),+21

46,XX,+7,der(7;21)(qterq11.2::p11.2qter)

48,XX,der(9)t9;11)(p23;q22)mat

mat

Delecion

1(7)
46,XY,del(18)(q21)
46,XY,rec(18)dup(18p)inv(18)(p11.2g21.3)pat

pat

Anillo en mosaico

1)
46,XX[18]/46,XX,r(13)(p11.2034)[12]

Translocacion en mosaico

1(7)
46,XX[13)/46 XX 1(9;12)(q22;024.2)[17]

Duplicacion en mosaico

1)
46,XX[19]/46,XX,dup(X)(q21)[11]

Insercion

10
46,XY,ins(10)(q11.2922)

Otras

2(14)
46,XX[36]end, XX[14]
46,XX[12)/47 XX, +marchtb(3)(a11),chtb(7)
(022),chtb(12)(13)[1]/45,XX,-19,chtb(5)(13),chtb(17)
(@21)[11/45,XX,-18,chrb(1)(q12)[1]

SP, sangre periférica; FISH, hibridacion in situ con fluorescencia; OP, origen parental.
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Tabla 4. Comparacion del porcentaje de frecuencias de anor-
malidades cromosdmicas.

o % de % de
% de . R
Autor n . alteraciones | alteraciones
alteraciones .
numéricas | estructurales
Cernllo'\;l-lanJosa 3081 49 71 29
Grether 1 4509 45 72 28
Gonzalez P.
Zhang L. 2782 3.99 74.78 25.23
Nuestro estudio | 237 25 77 23

estudio, es la presencia de alteraciones fetales mediante
ultrasonido, sin embargo el porcentaje de alteraciones
numéricas y estructurales, coincide con lo reportado en
otros estudios (Tabla 4).

En nuestra serie de casos, la alteracion cromosomi-
ca numérica que se detectd con mayor frecuencia fue la
trisomia 18, contrario con lo informado por otros autores
donde es la trisomia 21.2>17

El grupo mas frecuente de anormalidades estructu-
rales fue la presencia de material adicional de origen
desconocido, lo cual también contrasta con lo encontrado
que es la translocacion reciproca balanceada.® En ambos
casos, las diferencias se explican por el hecho de que
la principal indicacion del estudio en nuestra casuistica,
es la presencia de malformaciones multiples y no la EM
como en otras series.

Cuando se identifica una anormalidad cromosomica en
liquido amnidtico, es importante brindar asesoramiento
genético a la pareja. Esta actividad debe incluir necesa-
riamente informacion a los padres sobre el diagndstico,
el prondstico del producto, las opciones de seguimiento
o terminacion del embarazo, asi como discutir las medi-
das que deberan tomarse al momento del nacimiento. Es
importante mencionar, que el cariotipo debe repetirse al
nacimiento sobre todo en aquellos casos en que el estudio
quedd inconcluso, o para corroborar el origen de la alte-
racion y poder brindar una asesoria genética adecuada,
con respecto a riesgos de recurrencia. En las trisomias au-
tosomicas, el riesgo de recurrencia en general se estima
en 1%, de tal manera que el riesgo en futuros embarazos
de los padres de un caso con este tipo de anormalidad,
es bajo. Cuando se trata de rearreglos estructurales he-
redados de alguno de los padres, los riesgos son mayores
y la probabilidad de un nuevo caso cromosomicamente
anormal puede ser alta probabilidad, requiriendo en cada
caso un asesoramiento genético individual para conocer
los riesgos especificos.

Los estudios citogenéticos prenatales constituyen una
herramienta diagndstica importante, que influye en la
toma de decisiones en el embarazo y permite al personal
médico estar preparado, para recibir a un producto con
un estado de salud comprometido y a los padres preparar-
se emocional, social y economicamente.

El presente trabajo denota la importancia del estudio
citogenético prenatal, ante la sospecha de una alteracion
genética o malformaciones fetales. Es necesario crear
una cultura de la deteccion temprana, que permita hacer
el correcto seguimiento de los embarazos con complica-
ciones y brindar el asesoramiento genético adecuado.
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