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Sintesis de la Tesis

El mosaicismo cromosémico es un acontecimiento raro en el Diagnostico Prenatal
Citogenético (DPC) por cultivo de amniocitos. Su exclusion se dificulta debido a la
presencia de diferentes eventos fortuitos que crean incertidumbre en su determinacion,
por lo que constituye un problema a resolver en nuestro medio. La red de laboratorios de
citogenética, necesita criterios diagnosticos para la definicion del mosaicismo y el
pseudomosaicismo cromosémico. Con el objetivo de analizar el mosaicismo y el
pseudomosaicismo, se estudiaron 16 950 casos del laboratorio de citogenética del Centro
Nacional de Genética Médica en 24 afios de labor. EI mosaicismo presentd una
frecuencia del 0,28% y el pseudomosaicismo, del 3,63%. Los mosaicos cromosomicos
sexuales fueron mas frecuentes (37,5%), seguidos por los autosémicos (33,3%), los de
cromosomas marcadores (18,7%) y los de aberraciones estructurales (14,5%). Los
cromosomas X, 21, 22, 18, 13 y 20 fueron frecuentes en mosaicos, mientras en
pseudomosaicos fueron los cromosomas 2, 20 y 17. Se propone una estrategia para el
diagnostico del mosaicismo cromosomico, demostrando su eficacia mediante la
comparacion de dos periodos de trabajo (1984-1998 y 2003-2007). Se observd una
disminucion de los casos falsos positivos. Se recomienda extender estos resultados a la

red de laboratorios de citogenética del pais.
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INTRODUCCION

Dentro de las numerosas aplicaciones médicas de la Citogenética, el Diagndstico Prenatal
Citogenético (DPC) constituye tal vez el punto mas critico, debido a que de sus resultados
se deriva una importante decision para la familia: el continuar o no un embarazo.

El DPC mediante cultivo de amniocitos es realizado entre las 16-20 semanas de embarazo a
aquellas gestantes con riesgo de tener descendencia afectada con una anomalia
cromosémica. El principal grupo de riesgo lo constituyen aquellas embarazadas con
avanzada edad materna (AEM), considerado cuando sobrepasan los 35 afios de edad. El
resultado final del DPC debe ser seguro y capaz de transmitirle a la pareja la certeza de que
el riesgo que conllevo el proceder invasivo a que fue sometida la embarazada, no fue en

vano.

Objeto de la investigacion

En muchos casos el resultado de la prueba de DPC muestra de forma clara un feto
cromosdémicamente normal o, en menor proporciéon, uno que esta afectado con una
anomalia de reconocidas consecuencias clinicas. Sin embargo, al encontrarnos en una
misma muestra de liquido amnio6tico células con cariotipo normal y células con cariotipo
anormal, surge un gran dilema, la sospecha de un mosaicismo cromosémico. En
consecuencia, debe hacerse una correcta distincidon entre un mosaico Cromosomico
verdadero que representa una anomalia "in vivo" y un pseudomosaicismo debido a errores
en la mitosis de las células del cultivo (in vitro). Otros factores, como las células que se
derivan del tejido extraembrionario (placenta, saco vitelino, cordon umbilical, etc), las

células procedentes de un embarazo gemelar dicigético (no reconocido debido a la muerte



temprana de uno de los fetos) o la contaminacidn con células maternas, adicionan confusion
al DPC del mosaicismo. "

Durante la realizacion del DPC se siembran al menos tres frascos de cultivo por cada
paciente que es remitida al laboratorio. Técnicamente se ha considerado que cuando
aparecen una o varias células con la misma anomalia cromosdmica pero restringida a un
frasco de cultivo estamos en presencia de un pseudomosaico, mientras que si la linea
celular aberrante aparece en al menos dos frascos de cultivo diferentes se puede definir
como un mosaico verdadero. Esta regla cumplida estrictamente, aun cuando ofrece un
mayor nivel de seguridad en el DPC, no descarta excepciones que provocan incertidumbres
en el diagnostico.

En grandes estudios realizados en décadas pasadas en laboratorios de citogenética de
Europa, Canada, New York y Estados Unidos, se concluydo que la incidencia del
mosaicismo verdadero fluctia en un rango entre 0,10% al 0,30%, mientras que la
frecuencia del pseudomosaicismo, tomando en conjunto sus diferentes tipos, tuvo una
media de 3,25%.(3'6)

En nuestro pais, Méndez y colaboradores teniendo en cuenta los criterios técnicos referidos
sobre el mosaicismo y el pseudomosaicismo en el DPC, realizaron un primer trabajo con
1487 amniocentesis analizadas en el laboratorio de citogenética de Ciudad Habana en el
periodo comprendido entre 1996-1999. Debido a lo reducido de la muestra los por cientos
de mosaicismo obtenidos fueron muy superiores a lo reportado internacionalmente. ” No
obstante, este trabajo demostrd la importancia de tener en cuenta una metodologia para el

diagnostico prenatal del mosaicismo cromosdmico, que hasta ese momento no era tomada

en consideracion y conllevaba a errores diagnoésticos.



En Cuba el DPC con objetivos de pesquisaje cromosdémico comenz6 desde principios de los
80. Durante muchos afios el numero de laboratorios de citogenética fue reducido,
realizando DPC en un volumen limitado de casos por afio, que no cubria la demanda de la
poblacion. A partir del ano 2003, con la inauguracién de la nueva instalacion del Centro
Nacional de Genética Médica por nuestro Comandante, se ha producido un fortalecimiento
del desarrollo de la Genética Médica en Cuba que ha permitido en un corto tiempo, ampliar
la cobertura del programa de DPC en el pais y la incorporacién de nuevos laboratorios de
citogenética y formacion de recursos humanos para esta tarea. Esto ha evidenciado la
necesidad de establecer criterios que contribuyan al analisis citogenético adecuado y a la
correcta evaluacion del mosaicismo cromosomico.

Teniendo en cuenta las premisas anteriormente sefialadas se concibio el siguiente problema

e hipdtesis de trabajo:

Problema

La red de laboratorios de citogenética del pais, formada en su mayoria por técnicos y
profesionales de nueva formacion, necesita adquirir los criterios cientificos para el correcto
analisis y manejo del mosaicismo cromosémico en el DPC. El desconocimiento de estas
normas conlleva al diagndstico de falsos positivos durante la realizacion del DPC, lo cual
conduce a un asesoramiento genético errado e incorrecta toma de decisiones por parte de la

pareja con la continuacion del embarazo.

Hipdtesis de trabajo:

El diagnostico y el manejo correctos del mosaicismo y el pseudomosaicismo cromosomicos

reducen la incidencia de casos falso-positivos en el DPC.



Objetivos:

1.

Determinar la frecuencia del mosaicismo y pseudomosaicismo cromosomicos en el
DPC del laboratorio de citogenética del CNGM, en los resultados obtenidos en el
periodo 1984 - 2007.

Describir la posible correspondencia entre la expresion fenotipica y el resultado del
diagnostico prenatal emitido como mosaicismo cromosomico.

Determinar la frecuencia de tipos especificos de cromosomas involucrados en
mosaicismo y pseudomosaicismo tanto de aberraciones numéricas como estructurales.
Proponer una estrategia aplicable a la red nacional de Genética Médica, que permita

establecer los criterios sobre el diagndstico del mosaicismo y el pseudomosaicismo.

Novedad cientifica de este trabajo

Este trabajo recoge un estudio del mosaicismo y el pseudomosaicismo cromosémicos en 16

950 diagndsticos prenatales realizados durante el periodo de 1984 a 2007 en el Laboratorio

de Citogenética del CNGM. Su novedad consiste en que:

1-

Es el primero en nuestro pais que reporta las frecuencias de mosaicos y
pseudomosaicos en el DPC de un gran volumen de casos, lo cual lo hace mas
confiable. Ademads, para determinar estas frecuencias fueron utilizados los criterios
técnicos establecidos internacionalmente, lo que le confiere mayor rigor cientifico.

Con esta investigacion se demuestra, al comparar dos periodos de labor de este
laboratorio, que es posible eliminar casos falso-positivos del DPC, siempre que se
tengan en cuenta los criterios para la clasificacion y el manejo del mosaicismo

cromosomico.



3-  Se describen los cromosomas mas frecuentemente involucrados en mosaicos y en
pseudomosaicos cromosomicos en el DPC, hallandose variaciones con respecto a los
reportes internacionales.

4-  Se describe la correspondencia entre la expresion fenotipica y el resultado del
diagnoéstico prenatal emitido como mosaicismo, lo cual acumula una experiencia
valiosa para trazar una estrategia en el manejo de estos diagnosticos acorde al
cromosoma involucrado en la linea andmala.

5-  Se explora la posible relacion entre el fenotipo y el por ciento de la linea aberrada

detectada, en los casos de mosaicismo cromosomico.

Fundamento Metodologico

Esta es una investigacion observacional descriptiva, longitudinal, que estd en fase
exploratoria. El universo de trabajo estuvo constituido por 16 950 diagnosticos prenatales,
por cultivo de amniocitos, seleccionados durante el periodo de 1984-2007, teniendo en
cuenta que tuviesen como minimo 10 metafases analizadas de diferentes frascos de cultivo.
La tesis consta de cinco capitulos (Figura 1). El capitulo uno expone la revision
bibliografica sobre los temas de mosaicismo y pseudomosaicismo cromosdmicos, tratados
en esta investigacion. En el capitulo dos se describen los materiales y métodos usados en el
desarrollo del estudio.

En el capitulo tres se hace un analisis de los 48 casos de mosaicismo hallados. Se determina
su frecuencia en la muestra y se clasifica de acuerdo a la aberracion cromosdmica presente
en la linea aberrada. Los resultados se analizan, teniendo en cuenta los reportes

internacionales y se definen los cromosomas mas frecuentemente implicados en los



diferentes tipos de mosaicismo. Se realiza una descripcion de las malformaciones halladas
en los casos de mosaicismo, en que fue posible obtener la informacion.

En el capitulo 4 se estudian los 616 casos de pseudomosaicismo detectados y se determina
su frecuencia en el estudio. Se discuten los resultados de acuerdo a los descritos en la
bibliografia internacional sobre pseudomosaicismo. Se clasifican en nivel 1 y II, se
determinan los cromosomas mas involucrados en cada nivel.

En el capitulo 5 se efectia una comparacion de dos periodos de trabajo, el primero, de 1984
a 1998, donde se aplicaron criterios errados para clasificar el mosaicismo; y el periodo de
2003 a 2007, en el cual fueron empleados los criterios cientifico-técnicos establecidos en la
literatura internacional para su clasificacion. Tomando en consideracion los resultados
obtenidos de este estudio y la experiencia acumulada en estos afios de labor, se propone una
estrategia para el manejo del mosaicismo y el pseudomosaicismo cromosémico en el

laboratorio de citogenética.



CAPITULO 1
Revision Bibliogréafica

|

CAPITULO 2
Materiales y Métodos

!

Disefio de la investigacion |
¥

- Obtencién y Procesamiento de la
muestra bioldgica para obtencion de
los cromosomas

- Aplicaciéon de los criterios de
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CAPITULO 3 —— — CAPITULO 4
L Mosaicismo | . Aplicacion de los criterios| = peaydomosaicismo <
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clasificacion del mosaicismo o el

pseudomosaicismo en el DPC.
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- Corroboracion del diagnostico en el
material abortivo en los casos en los
que la gestacion fue interrumpida.

- Seguimiento de los nifios o nifias en
los casos donde la gestacion llegd a
término.

-Correspondencia cariotipo-fenotipo
en casos de mosaicismo.

- Conclusiones sobre el diagnostico.

CAPITULO 5
Establecimiento de una estrategia para el manejo del
Mosaicismo Cromosomico en el laboratorio

Figural. Esquema que representa el fundamento metodoldgico seguido en la investigacion.



Capitulo 1
REVISION BIBLIOGRAFICA



REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1- Mosaicismo cromosomico

Se define como la presencia en un individuo o tejido de al menos dos lineas celulares que
difieren en su cariotipo, derivando ambas de un cigoto unico. Se produce bien por una
mutacidon postcigética (origen mitético), o bien por la correcciéon de una mutaciéon en un

cigoto (origen meidtico y rescate de trisomia). ®

En consecuencia, el mosaicismo somatico tiene como efectos la presencia de un fenotipo
mas moderado, la distribucion asimétrica y en parches de las manifestaciones y la posible

discordancia en gemelos monocigoticos.

Los mosaicos cromosoémicos mds frecuentes implican anomalias numéricas que se
producen como consecuencia de una no disyuncion, una pérdida anafasica postcigdtica o un
fenomeno de rescate de trisomia en un cigoto afectado (Figura 2). Sus repercusiones
clinicas son muy variables y dependen del tipo de alteracion genética, la frecuencia de las

lineas mutantes y los tejidos implicados.

ONCIONOIONO,

No disyuncion Pérdida anafésica Rescate de la trisomia

Figura 2. Esquema que representa el origen de los mosaicos cromos6micos
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1.2- Eventos que entorpecen el DPC del mosaicismo

1.2.1- Pseudomosaicos

Debido a las condiciones artificiales del cultivo donde deben desarrollarse las células del
liquido amnidtico, en ocasiones se producen errores en los mecanismos de control de la
mitosis, que conllevan a fenémenos de cambios en el complemento cromoséomico que
pueden manifestarse en forma clonal o no clonal y no reflejan el cariotipo real del feto,
siendo fuente de casos falso-positivos.

Por otra parte, en ocasiones las lineas celulares aneuploides que estan presentes en los
tejidos fetales, no presentan la suficiente competitividad para el crecimiento en estos
medios de cultivo, con respecto a las lineas cromosomicas normales, que se desarrollan

preferencialmente. Esto constituye una fuente de resultados falso-negativos. "

1.2.2- Mosaicismo atribuido a células de tejidos extra embrionarios

Ocurre cuando la linea celular con el cariotipo alterado solo aparece en placenta y
membranas que rodean al feto; no obstante en el liquido amniotico cultivado estas células
estan presentes y pueden confundir el diagnostico, dando un falso positivo. Gosden y
colaboradores reportaron que las trisomias de los cromosomas autosdmicos mas implicadas
en el mosaicismo confinado a la placenta (MCP) fueron: la del cromosoma 2, 3, 7, 9,12, 13,
15, 16, y 18.”) De 295 embarazos con MCP se hallé que el 22% de los mismos tuvieron
retraso del crecimiento intrauterino o pérdida de la gestacion '*'"; niveles muy elevados
con respecto a las frecuencias observadas en la poblacion general, que es tan solo del tres al
siete por ciento '? para el retardo del crecimiento intrauterino, y del dos al tres por ciento

en las pérdidas de embarazo durante el segundo y tercer trimestre. '* En los embarazos con

MCP frecuentemente el feto ha sido trisdbmico y ocurre una pérdida post-cigotica del
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cromosoma extra, provocandose una dicotomia entre el feto y la placenta. En un tercio de

estos casos se ha observado la ocurrencia de disomia uniparental en el feto. '+ 1>

1.2.3- Quimeras

En las quimeras, las diversas lineas celulares se originan a partir de cigotos diferentes. Las
quimeras naturales mas frecuentes se producen como consecuencia de una transfusion feto-
fetal en una gestacion gemelar, suelen afectar Unicamente a tejido sanguineo y
generalmente se detectan fortuitamente en individuos de fenotipo normal. '*'” Al menos
en un caso, la presencia de una quimera en sangre ha llevado a una asignacion incorrecta de
sexo. "™ En el resto de los casos, la quimera se produce presumiblemente por una fusién de
blastomeros o una doble fertilizacion de un 6vulo y su corpusculo polar. Los efectos
fenotipicos dependeran de la constitucion genética, distribucion y frecuencia de las diversas

lineas celulares.

1.2.4- Aneuploidia variegada

Los defectos en los mecanismos de control de la mitosis producen la aparicion de células
con diferentes trisomias y monosomias (aneuploidia variegada) en cada célula que es
analizada durante el DPC; es un fenomeno asociado a la division prematura de los
centromeros. En los cultivos de linfocitos las aberraciones mas involucradas son las
trisomias del X, 8 y 18.; en los cultivos de fibroblastos las trisomias mas frecuentemente
halladas son las del 2, 7, 12, 20. Pueden ser erroneamente interpretados en un diagnostico
prenatal como un pseudomosaico o mosaicos verdaderos. Estos pacientes generalmente
presentan malformaciones que en ocasiones son de origen prenatal entre las que se

mencionan microcefalia, anomalias del sistema nervioso central, puente nasal ancho,
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anomalias de la piel y genitales ambiguos en varones. Es frecuente el retardo mental y la

tendencia a desarrollar cancer. 1%V

1.2.5- Gemelos evanescentes

La presencia de células extra fetales procedentes de un gemelo evanescente puede también
simular un mosaico “**" En el curso de un diagnostico prenatal cromosdmico puede ser
muy dificil diferenciar entre una quimera y un gemelo evanescente. La presencia de una
linea cromosdmicamente no viable, acompafiada de una ecografia y un resultado
cromosOomico normal en sangre de cordon es una fuerte evidencia a favor de un gemelo

evanescente.

1.2.6- Contaminacion con células maternas.

La contaminacion con células maternas afecta al 0.31% de los andlisis citogenéticos en
liquido amni6tico "’ y de un 0.91% al 6.4% de los cultivos largos de vellosidad corial.** >
En cambio, es practicamente inexistente en el cultivo semi directo de vellosidad corial
(0.5% a 0.06%). ® En aproximadamente el 35% de los cultivos de liquido amnidtico esta
asociada a muestras hematicas. De hecho, es posible reducirla a dos veces y media si se
descartan los primeros mililitros de liquido amniotico extraido.

Si se sospecha una contaminacion materna es aconsejable un cuidadoso seguimiento
ecografico. Durante el diagndstico pueden existir tres posibilidades a tener en cuenta A)-
Predominio de células XX en el diagnostico y baja frecuencia de células XY: posible error
al procesar varios cultivos en paralelo, donde por un fallo técnico, las células de un feto

varén, contaminan a células de un caso procedente de un feto hembra; B)- Predominio de

células XY en el diagnostico y baja frecuencia de células XX: posible error al procesar
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varios cultivos en paralelo o contaminacion con tejido materno; C-Siempre existe la remota

posibilidad de que se trate de una quimera 46,XX/46, XY.

1.3- Experiencias internacionales y definiciones sobre mosaicismo vy

pseudomosaicismo cromosomicos en el DPC

Las divergencias en el manejo y diagndstico certero del mosaicismo cromosdmico en el
DPC durante la década de los afnos 70, unido a la carencia de datos con rigor cientifico
sobre este topico llevaron a tomar acuerdos entre los investigadores en este periodo. Se
realizaron tres grandes estudios en los principales centros de desarrollo de la citogenética a
nivel mundial, lo cual permitié6 ahondar en el conocimiento de esta temdtica. (Anexo 1

Resumen de los tres grandes Estudios Internacionales de Mosaicismo en DPC)

1.4- Mosaicismos cromosomicos mas frecuentes en el DPC

Wallerstein y colaboradores revisaron una serie de 305 casos de las trisomias mas
comunes involucradas en los mosaicismos de los cromosomas autosémicos. “® Sus
resultados permitieron concluir que es una necesidad realizar un analisis sistematico del
riesgo y su significado para la descendencia. A continuacion se describe el analisis

realizado en este estudio de dichas trisomias.

Mosaicismo de trisomia 13

Fueron seguidos 25 casos de mosaico de trisomia 13. Diez casos resultaron en interrupcion
de la gestacion, las malformaciones fetales mas comunes fueron: retardo del crecimiento
intrauterino, defectos congénitos del corazén e hydropis fetal. En estos casos se encontrd
una media del 58% de los amniocitos con trisomia 13, variando en un rango desde el 6%

hasta el 94%.
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En los casos que la linea celular con trisomia 13 aparecié en mas de un 50% de las células
analizadas en el DPC, existid6 un 60% (6/10) de probabilidad de que el feto tuviese
anomalias. En aquellos, en los que la linea celular trisomica se observo por debajo del 50%,

el riesgo de malformaciones fue del 26%. **)

Mosaicismo de trisomia 18

Se detectaron 31 casos de mosaico de trisomia 18. Del total, 17 casos (54%) tuvieron un
feto con malformaciones, y fueron abortados. En ellos se reportaron multiples anomalias
congénitas, facie dismorfica y retardo del crecimiento intrauterino. En estos casos la media
de las células con trisomia fue del 37% con un rango de variacion entre el 2% y el 95%.
Once casos resultaron en abortos (37%), en los que no fue posible identificar alteraciones.
Hubo tres recién nacidos sin defectos congénitos (10%) que presentaron un nivel de células
trisomicas del 7 % con un rango entre el 2% y el 20% **

En aquellos casos con mas de un 50% de amniocitos trisdmicos, existié un 75% (6/8) de
evidencias de anomalias fetales. En cambio, cuando la linea trisdbmica aparecid en una
proporcion menor al 50%, se reportd un 52% de anomalias fetales (11/21). ¥

Los estudios de confirmacion se realizaron en doce casos, de los cuales ocho presentaron
resultados positivos (60%). En los fetos abortados que presentaron malformaciones fetales,

los estudios de confirmacion presentaron un nivel medio de células trisomicas del 37%.

Mosaicismo de trisomia 21

Noventa y siete casos de mosaicismo de trisomia 21 se encontraron. Del total, 48 casos
(51%) tuvieron una terminacion anormal del embarazo. Hubo 43 casos (45%) que
resultaron en abortos de fetos anormales, donde las anomalias encontradas fueron: facies de

Sindrome de Down (18 casos), multiples anomalias congénitas (15 casos), muerte fetal
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intrauterina (cinco casos), retardo del crecimiento intrauterino (4 casos) y defecto cardiaco
congénito aislado (un caso).

Los nacidos vivos normales tuvieron una media de células trisdmicas en el liquido
amniotico del 17 %. En aquellos casos en los cuales la linea celular con trisomia 21
superaba una media del 50% durante el estudio prenatal, hubo un 59% (22/37) de
probabilidades de que se presentaran anomalias fetales, comparado con el riesgo del 45%
de los casos (27/60) en los cuales la linea celular trisomica no rebasaba la media del 50%.
Mosaico de trisomia 20

Se reportaron 152 estudios prenatales como mosaico de trisomia 20 en este estudio. *¥
Diez casos tuvieron un fenotipo anormal (6,5%), de los cuales, seis casos fueron recién
nacidos y cuatro casos fueron abortos. En los seis nacidos vivos, cuatro casos presentaron
retardo del crecimiento intrauterino, y en dos casos se hallaron multiples anomalias
congénitas: anomalias estructurales del sistema nervioso central, en uno de ellos, y
dismorfismo facial, hipotonia y retardo del crecimiento y del desarrollo a los 16 meses de
edad, en el otro. Estos nifios tuvieron una media de células trisomicas en liquido amnio6tico
del 64% con un rango que oscilé entre el 25% al 97%. **

Hubo 18 casos de abortos en los que los fetos fueron aparentemente normales. Estos
tuvieron un promedio de células trisdmicas en el cultivo de amniocitos del 27% con un
rango entre el 8% al 66%. En los casos con mas de un 50% de hallazgo de la linea celular
trisdmica se reportd un 20% (4/20) de anomalias, lo cual contrasta con el riesgo del 4,5%
reportado (6/132) en aquellos casos con menos del 50% de células trisomicas halladas en

el analisis citogenético prenatal. **
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El riesgo de que se manifieste un rasgo fenotipico andémalo se incrementa al aumentar el
porcentaje de aparicion de las células trisomicas en el mosaico. De hecho, existe una
diferencia entre el riesgo que subsiste cuando las células trisomicas estan presentes por
debajo del 50%, que cuando estas aparecen con una frecuencia mayor del 50%. De acuerdo
a esto se obtuvo:

= Un 26% (4/15) contra un 60%( 6/10) para el mosaico de la trisomia 13

= Un 52% (11/21) contra un 75% (6/8) para el mosaico de la trisomia 18

= Un4.5%( 6/132) contra un 20% (4/20) para el mosaico de la trisomia 20.

= Un45% (27/60) contra un 59% (22/37) para el mosaico de la trisomia 21

Los embarazos con mosaico de trisomia 13, 18 y 21 que llegaron a término y los fetos
nacieron vivos, tuvieron una media de células trisomicas menor del 10%. Mientras que,
cuando la media de células trisobmica fue mayor del 31% para estas tres trisomias en
mosaico, no se reportaron fetos nacidos vivos normales.*

Kalousek y colaboradores indicaron que una linea celular normal en los citotrofoblastos de
la placenta de un embarazo con trisomia completa 13 y 18, facilita la sobrevivencia
intrauterina de estos fetos debido al evento de rescate de trisomia. Estos estudios
concluyeron que la funcion placentaria es el mayor determinante de la sobre vivencia
intrauterina. '

Sin embargo, el estudio de la sangre fetal no es adecuado para detectar el mosaico de
trisomia 20 debido a que existe un bajo riesgo de anomalias comparado con el riesgo que

conlleva la realizacion del proceso invasivo de la toma de sangre del cordon. En 27 casos

que tuvieron una terminacion normal de la gestacion, las células trisdbmicas no fueron
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observadas en la sangre fetal; mientras que en los casos donde la gestacion fue
interrumpida, las células trisomicas fueron detectadas en un 30%. ¥

En la serie de casos con mosaico de trisomia 20 reportados por estos autores, el 6,6%
presentd anomalias fetales; similarmente estudios previos de este mosaico han descrito un
10,8% de fetos malformados. ®” En la actualidad es aceptado que el riesgo total de
afecciones es del 8,3%; no obstante, existe una amplia variabilidad en el fenotipo. **

En la mayoria de los casos de los mosaicos de trisomia 20, las células trisomicas estan
confinadas a tejidos extraembrionarios y por tanto mas del 90 % de los embarazos tiene una

terminacion normal. @®

1.5- Mosaicismos cromosomicos menos frecuentes en el Diagnostico

Prenatal Citogenético

Hsu y colaboradores agruparon los datos de aquellos mosaicismos cromosdmicos de menor
frecuencia y mas dificiles de manejar en el proceso de asesoramiento genético, teniendo en
cuenta varios aspectos: son eventos alin mas raros, con escasos reportes en la literatura, un
seguimiento inadecuado y pocos estudios de confirmacidon citogenética del hallazgo

prenatal. **)

Mosaicismo de trisomia 2

El cromosoma 2 es el mas implicado en el pseudomosaicismo, tanto de nivel I como de
nivel I “” No obstante, en este muestreo fue reportado en once ocasiones, y en diez de
ellas estuvo asociado a severas anomalias en el desarrollo del embarazo. Las
malformaciones fenotipicas fueron variables y no tuvieron un patron especifico. Se
reportaron dos abortos y una muerte intrauterina. El iinico caso sin alteraciones fenotipicas

solo tuvo un 4% de células con la trisomia 2 en el DPC y el mosaicismo no se confirm6 en

-18 -



la sangre, ni en la placenta. Sin embargo, otros dos casos que también presentaron un
porcentaje bajo, del 6% de células con trisomia 2, resultaron en muertes intrauterinas y el
mosaicismo se confirmé en el tejido placentario. *

Los estudios de confirmacion citogenética del mosaico de trisomia 2 se realizaron en siete
casos, de los que tuvieron un fenotipo anormal. El diagndstico se confirmé en cinco casos,
tanto en fibroblastos como en tejido placentario; en los cultivos de sangre generalmente
solo se observaron células con un cariotipo normal. ¢*

El mosaicismo confinado a la placenta puede ser una de las causas que contribuy6 a la
muerte fetal de tres de los casos de esta serie, en todos fue hallada la linea con trisomia 2 en
los cultivos de placenta. *

Cuando un diagnostico de mosaico de trisomia 2 es establecido en varios frascos de cultivo
de un mismo caso, debe ser tomado en cuenta muy seriamente. Es recomendable un
examen ultrasonografico para detectar posibles anomalias fetales, lo que por medio del
asesoramiento genético puede ayudar a los padres en la toma de decisiones con respecto al

seguimiento del embarazo. *”

Mosaicismo de trisomia 4

Se reportaron cuatro casos de DPC de este mosaico. Uno de ellos, con un 10% de células
con la trisomia, fue un recién nacido normal con un desarrollo normal al transcurrir el
primer afio; en los estudios de confirmacion realizados en sangre y en piel del prepucio solo
se hallaron células normales. El otro caso, que presentd un 34% de la linea trisdmica en el
DPC, resultd ser un recién nacido con multiples malformaciones congénitas. Los otros 2

casos fueron recién nacidos con multiples malformaciones, en los que fue corroborada la
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trisomia 4 en piel y en tejido placentario. Existen varios reportes de diagnosticos prenatales

con mosaicos de trisomia 4 corroborados en diferentes tejidos. *-3'>%

Mosaicismo de trisomia 7

Se registraron ocho casos con trisomia 7 en mosaicos. Todos continuaron hasta el término
del embarazo. Como resultado, siete fueron recién nacidos vivos normales; a cuatro de los
cuales, se les realizd seguimiento hasta los cuatro afios y fueron normales en su desarrollo;
en dos de ellos, se confirmo el mosaicismo en fibroblastos de la piel. Solo un recién nacido
presento alteraciones fenotipicas como: retardo medio del desarrollo, asimetria facial e
hipomelanosis de Ito. En este caso, los amniocitos presentaron la trisomia 7 en nueve
células de un frasco de cultivo y fue normal en las 30 células analizadas del otro frasco.
Aunque el diagnostico del mosaico de trisomia 7 no fue establecido prenatalmente, si se
confirmé en los fibroblastos de la piel, a los siete afios de edad. **

Es conocido que el hallazgo de la trisomia 7 en el diagnostico prenatal estd asociado
generalmente al pseudomosaicismo de nivel I o de nivel II (su frecuencia es semejante a la

del pseudomosaicismo de trisomia 2).

El hallazgo de células con esta trisomia en
preparaciones directas de CVS ha conducido en varios casos a que exista discrepancia
entre los resultados de la CVS vy el cariotipo fetal. *> El mosaicismo de trisomia 7 ha sido
diagnosticado postnatalmente al menos en seis ocasiones. Tres de estos casos estaban

asociados con agenesia renal (Sindrome de Potter) o displasia renal. ©*

Mosaicismo de trisomia 8
Catorce casos de este tipo de mosaicismo fueron analizados. Un caso que presentd el 77%
de las células con la trisomia fue reportado como anormal. El resto de los 13 casos fueron

fetos aparentemente normales (ocho casos fueron abortados) o recién nacidos de apariencia
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normal. En todos, la linea celular con la trisomia 8 estuvo presente en un rango que varid
entre el 3,8 al 40%. Estos resultados no son sorprendentes; como es conocido, realizar un
diagnostico clinico del mosaico o no mosaico de trisomia 8 es muy dificil en un recién

29

nacido. De los ocho abortos de fetos con apariencia normal, en siete, se realizaron

estudios de confirmacion en fibroblastos, y el mosaicismo de trisomia 8 fue hallado en
cinco. Dos casos presentaron el mosaicismo de trisomia 8 en placenta. *

Entre los 5 casos donde se realizd cordocentesis y/o estudios de sangre, se hallaron células
con la trisomia 8 en dos de ellos. Cuando un mosaico de trisomia 8 es hallado en el DPC, la
cordocentesis podria ayudar a confirmar el resultado; sin embargo si se obtiene un resultado
de solo células normales, no se puede descartar la presencia del mosaicismo de trisomia 8,
y de hecho, podria dar un falso sentido de seguridad. **

En cinco casos, donde aparecio el mosaicismo de trisomia 8, hubo discrepancias entre el
diagnostico por CVS y el diagnostico por cultivo de amniocitos. En estos casos, todos los
fetos tuvieron un cariotipo normal, por lo que es razonable concluir que el mosaicismo de
trisomia 8 confinado a la placenta puede ocurrir. La alta probabilidad de identificar como
aparentemente normal a un feto que se le diagnosticé prenatalmente un mosaico de trisomia
8, parece estar relacionado a que no es posible detectar caracteristicas clinicas sutiles de la

trisomia 8 y que puede deberse a un mosaicismo confinado a la placenta. **

Mosaicismo de trisomia 9

Veinticinco casos fueron reportados. Veintiuno de ellos, eligieron la terminacién del
embarazo. En 13 se detectaron anomalias: ocho casos tuvieron multiples malformaciones
congénitas, dos casos presentaron anomalias menores, y no se recibio informacion de los

restantes 3 casos. Los ocho abortos restantes fueron fetos aparentemente normales. ¢*
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Entre los cuatro casos que eligieron continuar el embarazo, uno resulto ser un recién nacido
anormal con retardo del crecimiento intrauterino y caracteristicas del sindrome de trisomia
9. Los restantes tres nacimientos no presentaron anomalias, incluso uno de ellos, que tuvo
seguimiento hasta la edad de tres afios y ocho meses, se reporté como normal. *

De los 14 casos que tuvieron un fenotipo anormal, se realizo cultivo de fibroblastos para
confirmar el diagnostico en ocho de ellos (siete abortos y el recién nacido). Todos los casos
abortados presentaron la linea con la trisomia 9, mientras que en el recién nacido con
malformaciones solo se encontrd la linea normal. En el cultivo de sangre, la linea aberrada
solo aparecio en tres casos (dos abortos y el recién nacido). **

Asi, en los 9 casos con anomalias, los estudios de confirmacion citogenética en fibroblastos
0 en sangre presentaron la linea con trisomia 9. Sin embargo, en aquellos casos que los
fetos fueron normales, los estudios de confirmacion citogenética solo hallaron la linea con
trisomia 9 en tres casos (dos, en fibroblastos del material abortivo y uno, en la sangre de un
nifio que fue prematuro). **

La linea con el mosaico de la trisomia 9 fue hallada en tres de los cuatro estudios de
placenta del grupo de descendientes normales y en el tnico estudio de placenta que se hizo
del grupo de descendientes anormales. ¢”

Debido a que las células con trisomia 9 son detectables en los estudios de sangre periférica
y que pueden estar presentes anomalias congénitas mayores, en estos casos es
recomendable el uso de la cordocentesis y del ultrasonido para los estudios de
confirmacion. **

Segun reportes de la literatura, mas de 40 casos han sido diagnosticados postnatalmente.

Las principales anomalias fenotipicas incluyen retardo mental y del crecimiento, facie
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dismorfica con orejas malformadas, microftalmia, nariz bulbosa, enfermedades cardiacas,
anomalias renales y esqueléticas. ©%*”

Si comparamos las principales caracteristicas presentes en los casos post natales y los
prenatales observamos que son similares. Los datos prenatales disponibles sugieren que

aquellos fetos que presentan un fenotipo anormal detectable por ultrasonido, presentan un

alto riesgo de tener la linea con trisomia 9. En este estudio fue del 56% (14/25). *

Mosaicismo de trisomia 12

Fueron colectados 23 casos con este tipo de mosaicismo: doce pacientes decidieron
continuar el embarazo; de ellas, dos tuvieron un obito fetal, dos tuvieron recién nacidos a
término con multiples malformaciones; los ocho casos restantes nacieron aparentemente
normales. *”

En general, de los 23 casos, en seis se hallaron malformaciones (26,1%), de los cuales, se
realizé estudio de confirmacion citogenética en solo tres casos y se corrobora la trisomia 12
en piel y placenta de un caso. Los estudios realizados en sangre de este caso y de los dos
restantes solo dieron como resultado la linea normal. **

De los 17 casos que presentaron un resultado fenotipico normal, en once se efectuaron
estudios de confirmacion. La linea con trisomia 12 fue hallada en siete de los 10 cultivos de
piel, en tres de los cinco cultivos de placenta y en uno de los siete cultivos de sangre. En
este ultimo, la linea con trisomia 12 fue hallada en el 1% de las células de la sangre
analizadas. *”

El indice de confirmacion citogenética para el mosaicismo de trisomia 12, combinando

casos de fenotipo normal y anormal, fue 8 de 11 para cultivo de fibroblastos, 4 de 6 en el
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cultivo de placenta y solo un caso para la sangre. En estos casos la cordocentesis resulta de

poca utilidad para los estudios de confirmacion citogenética. >

Con el objetivo de demostrar si existen diferencias entre el porcentaje de células con
trisomia 12 en los casos de resultados anormales y en los casos de resultados normales, se
realizd una comparacion. En seis casos con un resultado anormal el porcentaje de células
trisomicas vari6 de 23 a 62% (con cuatro casos mayor del 40%), mientras que el porcentaje
de células trisomicas en los casos de resultados normales varid de 6 a 64% (11 casos con
menos del 20%). En el mosaico de trisomia 12 se tiende a asociar los casos de resultados

anormales con los de mayor porcentaje de hallazgo de la linea trisémica. **

Mosaicismo de trisomia 14

En este trabajo se colectaron cinco casos. Tres pacientes optaron por continuar el
embarazo, todos fueron normales a groso modo, los tres se hicieron estudios de
confirmacion, ya sea por cordocentesis, sangre periférica y/o fibroblastos de piel y solo
presentaron células normales. Los otros dos pacientes eligieron terminar el embarazo. A un
feto se le halld hidrocefalia por ultrasonido, y en el analisis del otro se detectaron dismorfia
facial y malformaciones congénitas. No se realizaron estudios de confirmacion
citogenética. **

Hasta el momento de este estudio, han sido reportados, postnatalmente, veinte casos de
mosaico de trisomia 14. Los principales rasgos clinicos descritos son el retardo mental, y
del crecimiento, las malformaciones cardiacas y la asimetria facial o del cuerpo. Como una
excepcion Merritt describid un caso sin evidencias de retardo del neurodesarrollo. En estos

casos diagnosticados postnatalmente la linea con trisomia 14 ha sido hallada en células de

la sangre y en menor cuantia en fibroblastos de la piel. No parece que existiese correlacion
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entre el porcentaje de células con trisomia 14 y la severidad de la manifestacion clinica. La
cordocentesis y el ultrasonido de alta resolucién pueden ser de ayuda para el diagnostico y
asesoramiento. ***?)

El hallazgo de la hidrocefalia en un caso de esta serie es compatible con las caracteristicas
clinicas reportadas en varios casos de disomia uniparental materna del cromosoma 14 y
mosaicismo en baja proporcion. “%4

Mosaicismo de trisomia 15

Once casos fueron estudiados; seis resultaron en una descendencia anormal (cinco abortos y
un nacido vivo). Entre los hallazgos fenotipicos de estos casos aparecieron: defectos
cardiacos, mal rotacion intestinal, presencia de dos vasos en el cordon umbilical, retardo del
crecimiento intrauterino, arrinencefalia, contractura de las manos, implantacion baja de las
orejas. La linea con la trisomia 15 fue confirmada en los seis casos (seis, en fibroblastos y
cuatro, en células placentarias). Los cinco casos restantes fueron fetos normales (tres
nacidos vivos, un prematuro y un aborto). **

El mosaicismo de trisomia 15 ha sido confirmado en fibroblastos y células placentarias de
nifios nacidos vivos y de un feto del tercer trimestre mediante cordocentesis. ““**¥ Sin
embargo, en cuatro casos diagnosticados en amniocitos, el cultivo de la sangre fetal
presentd células con la trisomia 15 en tan solo un caso. La cordocentesis parece tener un
valor limitado en estos casos. *”

Comparando el resultado final del embarazo con el porcentaje de hallazgo de la linea con

trisomia 15 en los cultivos de amniocitos, tenemos que en cinco casos de fetos normales,

. ’ 29
cuatro tuvieron 6% o menos de la linea aberrada y un caso tuvo un 31%. ®
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Al parecer un alto porcentaje de la linea con trisomia 15 (mayor al 40%) tiende a estar
asociada a un resultado anormal de la gestacion. Esta asociacion se mantiene también en los

cultivos de fibroblastos. ¢”

Mosaicismo de trisomia 16

Veintiiin casos fueron detectados. Trece pacientes decidieron continuar el embarazo, dentro
de estos, ocho fueron fenotipicamente anormales y cinco normales.

Ocho pacientes decidieron la terminacion del embarazo, siete fueron fenotipicamente
anormales y uno se reporté como normal. En total, el 71,4% (15/21) de los casos result6 en
una descendencia anormal; 13 casos tuvieron alguna caracteristica dismorfica, 10
presentaron cardiopatias y anomalias esqueléticas, también se hallaron anomalias
gastrointestinales y renales. *

La trisomia 16 es una de las mds comunes en los hallazgos cromosémicos de los abortos
espontaneos del primer trimestre. Fue observada en el 31% de los casos de una larga serie
estudiada. De modo semejante, el mosaicismo de la trisomia 16 es el mosaico mas
comimmente detectado en el material abortivo. ®® Pocos casos de mosaicos de trisomia 16
se han diagnosticado prenatalmente, todos presentaban retardo del crecimiento intrauterino,
malformaciones cardiacas y rasgos dismorficos. ***7

En el grupo de los afectados en su fenotipo que se diagnosticaron prenatalmente, 11 de 15
casos tuvieron un 20% o mds de incidencia de la linea aberrada. En el grupo
fenotipicamente normal, 4 de 6 casos tuvieron un 10% o menos de aparicion de la linea con
trisomia 16. *

De los 15 casos con resultados alterados, 14 tuvieron estudios de confirmaciéon. En nueve

casos se confirmo la existencia de la linea con trisomia 16 (siete en estudios de fibroblastos
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y dos en cultivos de sangre). Células con la trisomia 16 fueron encontradas en nueve de 10
tejidos placentarios estudiados. *

De nueve casos en que se estudid tanto fibroblastos como células placentarias, tres casos
presentaron la linea con trisomia 16 solo en placenta, pero no en fibroblastos, lo cual
sugiere un mosaicismo confinado a la placenta. Un caso mostr6 células normales en ambos
tejidos. ¢”

El mosaicismo de trisomia 16 ha sido una causa frecuente de discrepancias diagnosticas
entre los resultados obtenidos en el cultivo de vellosidades coridnicas y el cariotipo fetal, al
menos en 12 ocasiones ha sido reportado. No obstante, los datos disponibles de estudios
prenatales indican que un diagnostico de mosaicismo de trisomia 16 en amniocitos tiene un
alto riesgo de anomalias fetales. En estos casos se recomienda un ultrasonido de alta
resolucion; la cordocentesis es de valor muy limitado debido a lo infrecuente de esta linea
en la sangre periférica. *”

En 17 casos se contd con informacion respecto a la indicacion para la amniocentesis. Es
significativo el hecho de encontrar los niveles elevados de alfa-feto proteina y/o
gonadotrofina coridnica como indicacion en ocho casos con un resultado adverso. Diversos
autores han encontrado asociacion entre los altos niveles de estos marcadores y el mosaico

de trisomia 16. 44

Mosaicismo de trisomia 22
Once casos de este tipo de mosaicismo fueron colectados. Siete (63,6%) tuvieron un
fenotipo anormal, incluyendo: dos nacidos vivos con enfermedad cardiaca congénita y

rasgos dismorficos, una muerte neonatal con retardo del crecimiento intrauterino e
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hidrocefalia, un infante prematuro con retardo del crecimiento, dos abortos con rasgos
dismorficos y/o anomalias esqueléticas y una muerte fetal a las 15 semanas de gestacion.

El porcentaje de células con la trisomia 22 vari6 desde un 3.6% a un 28 % para los siete
casos de resultado anormal; y desde un 5 a un 20% para los cuatro casos con un producto
normal; lo que indica que no existen diferencias significativas entre el rango de aparicién
de la linea con trisomia 22 y el resultado fenotipico en el feto. *

En el grupo de los que presentaron resultados anormales se obtuvo confirmacién
citogenética del mosaicismo en seis casos. La linea con trisomia 22 estuvo presente en tres
cultivos de fibroblastos de los cuatro estudiados y en tres cultivos de placenta de los cuatro
estudiados. Asi, la trisomia 22 en mosaico fue confirmada en 5 de los 7 casos con
resultados anormales. Entre los cuatro casos con resultados normales hubo dos casos con
estudios de confirmacion positivos (uno fue hallado en sangre, piel y placenta, y en el otro,
en placenta y sangre). ¢*

Aunque la trisomia 22 es el segundo hallazgo mas comun encontrado en los abortos
espontaneos del primer trimestre, algunos casos de recién nacidos han sido reportados con
esta anomalia cromosomica’ ®® Las principales caracteristicas asociadas con la trisomia 22
son: retardo del crecimiento intrauterino, microcefalia, orejas anormales, piel redundante en
el cuello, malformaciones cardiacas y dedos largos. Los estudios de seguimiento por
ultrasonido son esenciales en estos casos. La trisomia 22 en mosaico o pura ha sido

. . . . 52
dlagnostlcada €n varias ocasiones. (50-52)

1.7- Mosaicismo de aberraciones estructurales

En 1996 Hsu y colaboradores en un estudio conjunto que incluia 179 663 amniocentesis

hallaron 57 mosaicos de aberraciones estructurales de los autosomas y 28 que involucraban
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igual entidad en los cromosomas sexuales, ©* Kleczkowka y colaboradores en 1990 en una
serie de 74306 diagnoésticos prenatales encontraron seis casos de mosaicos de aberraciones

)

estructurales balanceadas; % mientras que Bui y colaboradores en 44170 casos hallaron
q y

siete pertenecientes a mosaicos de aberraciones estructurales. ¥

Meéndez y colaboradores hallaron cinco casos de mosaicos de aberraciones estructurales en
10676 amniocentesis, de los cuales, uno constituyé un falso positivo, que no se corrobord
en la sangre, ni en la piel fetal; el feto presentd un fenotipo normal. >

Debido a su baja frecuencia en el DPC, es importante senalar que se debe tener extremo
cuidado cuando es detectada una aberracion estructural en forma de mosaico. En estos
casos debe tenerse en cuenta el por ciento de la linea aberrada y la presencia de algun tipo

de malformacion fetal encontrada por ultrasonido de alta resolucion. Estos dos elementos

constituyen importantes pardmetros a tener en cuenta para descartar el pseudomosaicismo.

1.8- Manejo en el laboratorio de los casos con sospecha de mosaicismo
cromosomico

El criterio minimo para el establecimiento de un diagndstico de mosaicismo en cultivo de
amniocitos es el hallazgo de una o varias células con idéntica anomalia cromosdmica en al
menos dos frascos de cultivo y de una linea celular normal en dichos frascos. @”

Hsu y colaboradores en 1992 proponen una guia basada en la experiencia acumulada en
Norteamérica y otros laboratorios del mundo. En ella se optimiza la labor de seguimiento
de los casos con sospecha de mosaicismo cromosémico y se tuvo en cuenta la frecuencia de
los hallazgos clinicos encontrados en dependencia de la aberracion, cromosoma

involucrado y veces en que esta era reportada. En dicha guia se prioriza el trabajo de

seguimiento de los casos con un mosaicismo potencial, maxime cuando la linea aberrada
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incluye una trisomia autosémica que comunmente es viable, con respecto a aquellos casos
en que la linea afectada implica una aneuploidia de los cromosomas sexuales o una
aberracion estructural. ©

Esta guia ha sido disefiada para lograr un alto nivel de deteccion de los mosaicismos con
repercusiones clinicas para el feto, reducir la ansiedad de los pacientes y minimizar la
intensidad del trabajo en el laboratorio descartando los casos de pseudomosaicismo.
Propone tres niveles de trabajo en el diagnostico cromosémico: extensivo, moderado y
estandar. En 1999 Hsu y Benn plantean una modificacion en la guia: incluir en el nivel de
trabajo extensivo la busqueda de mosaicismo en los casos que la linea aberrada presenta
trisomia del cromosoma 2, 16 y 5, lo que anteriormente se incluia en el nivel de trabajo
moderado de busqueda de mosaicismo. ®® Esto se baso en el hecho de que hasta ese
momento existian 14 reportes de mosaicismo verdadero del cromosoma 2, en los que se
encontraron anomalias fenotipicas en 13 de ellos. ®™*® Con respecto al cromosoma 16 se
reportaron 35 casos de mosaicos, y en 27 de ellos el fenotipo fue anormal. (5960) Asimismo,

se reportaron cinco casos de mosaicos de trisomia 5 y en dos de ellos fueron halladas

afecciones fenotipicas. " (Ver guia en Anexo 2)
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Capitulo 2

MATERIALES Y METODOS
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2.1- Disefio de la investigacion

Los datos a que hace referencia este estudio fueron obtenidos de los resultados del
diagnostico prenatal citogenético por cultivo de amniocitos durante un periodo de 24 afios
(1984-2007) en el laboratorio de citogenética del Centro Nacional de Genética Médica.
Estos datos fueron extraidos de los registros anuales de diagnostico del laboratorio (Anexo
3) donde se recogio: numero del caso, fecha de entrada al laboratorio, motivo de indicacion
para el DPC, niimero de frascos analizados, nimero de metafases analizadas por frasco de
cultivo, fecha en que fue concluido el diagnostico, resultado final, firma del investigador
encargado del caso. Los casos fueron seleccionados de acuerdo a los criterios de inclusion y

exclusion establecidos para el estudio.

2.1.1- Criterios de inclusion:
1- Casos en que el analisis de las metafases se realizo con bandeo GTG de al menos
dos frascos de cultivo.
2- Casos en que el conteo de metafases superd las 10 células analizadas (periodo 1990-
2003) o las 14 células analizadas (resto de los afios).
3- Las células con monosomias cromosomicas se tuvieron en cuenta, solamente

cuando se repitio la aneuploidia del mismo cromosoma en el caso.

2.1.2- Criterios de exclusion:
1- No tuvieron resultados
2- Existié un conteo insuficiente de metafases
3- No fue posible descartar aberraciones estructurales, por deficiencias en el bandeo
GTG.

4- Se analizo solo de un frasco de cultivo.
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2.1.3- Universo de estudio
Teniendo en cuenta los criterios de inclusion y de exclusion del estudio fueron

seleccionados 16 950 casos diagnosticados prenatalmente durante este periodo de trabajo.

2.1.4- Definicion de muestra de estudio

Se aplicaron los criterios técnicos de Boue y colaboradores ?” (Tabla) a los 16 950 casos
de DPC seleccionados. La muestra quedo6 constituida por los casos del DPC en los que se
identificaron al menos dos lineas celulares. Por consiguiente, se realizd una recalificacion

de los DPC seleccionados.

Niveles Descripcién del hallazgo detectado

_ o Presencia de s6lo una célula anormal en uno de
Nivel I o pseudomosaicismo I )
los frascos de cultivo.

Se presentan multiples células con idéntica
Nivel I o pseudomosaicismo Il | aberracion, pero Unicamente en un frasco de

cultivo

Se observa la misma aberracion en diferentes

. _ frascos de cultivo o como minimo en 2 de ellos.
Nivel III 0 mosaico verdadero .
Esta presente en los tejidos de la placenta y/o

tejidos fetales

La recalificacion dio como resultado que la muestra de estudio estuvo constituida por:

- 616 casos de pseudomosaicismo, distribuidos en 553 de nivel I y 63 de nivel 1.

- 48 casos de mosaicos cromosomicos.

A partir de esta muestra fueron obtenidas las frecuencias de mosaicismo y
pseudomosaicismo, los cromosomas mas involucrados en ambos eventos y se realizo el
seguimiento para detectar posibles malformaciones fisicas en los casos reportados como

mosaicos cromosomicos.
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2.1.5- Estudios de corroboracion citogenética del resultado del DPC

En aquellos casos con diagndstico de mosaicismo cromosémico o una sospecha de
mosaicismo se realizaron estudios de confirmacion del resultado prenatal. Estos se hicieron
utilizando linfocitos de la sangre o fibroblastos de la piel tomados del material abortivo (si
el embarazo fue interrumpido). Otro método de corroboracion utilizado fue la
cordocentesis, que permite la obtencién de sangre fetal por puncion de la base del cordon
umbilical intrattero. A partir del cultivo de los linfocitos de esta muestra de sangre se
obtuvieron cromosomas para confirmar el resultado obtenido en el cultivo de las células
amnidticas.

En los casos diagnosticados como mosaicos cromosomicos y que posterior al
asesoramiento genético la pareja decide continuar el embarazo, los estudios de
corroboracion del DPC se hicieron en el recién nacido utilizando la sangre del neonato,

siempre que los padres dieron su consentimiento.

2.1.6- Estudios citogenéticos en los padres

Cuando la linea aberrada involucrada en el mosaico cromosémico del DPC fue factible
hallarla en alguno de los padres, se realizaron estudios cromosémicos de ambos
progenitores (como en los casos de marcadores cromosdmicos supernumerarios). Para ello
se utilizd el cultivo de leucocitos de sangre periférica. El resultado de estos estudios
permitié determinar si el hallazgo prenatal es heredado o de novo y asi estimar el mayor o
menor riesgo de anomalias para la descendencia. Una vez conocido el resultado le fue

informado al asesor genético para que ofreciera el asesoramiento pertinente.
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2.1.7- Estudios de seguimiento posterior al diagnoéstico prenatal de un mosaicismo

cromosomico.

La posible correspondencia entre la expresion fenotipica y el resultado emitido como
mosaicismo fue determinada a partir de los estudios de seguimiento realizados a estos
casos. Estos incluyeron tanto a los casos de mosaicos en los que se interrumpid la
gestacion, como aquellos recién nacidos vivos que continuaron su desarrollo postnatal.

En los casos que fueron interrumpidos se recoge la informacion del informe de la necropsia
fetal proveniente del departamento de anatomia patologica del hospital donde se llevo a
cabo la interrupcion del embarazo. (Anexos 34 y 35)

Durante este periodo se analizaron muestras de las provincias de Ciudad Habana, Pinar del
Rio, Habana, Matanzas y Camagiiey, lo que requirid que se utilizaran diversas vias para
obtener los datos correspondientes. Los especialistas en genética de dichos territorios
participaron y colaboraron en la obtencion de esta informacidn; aunque también
intervinieron citogenetistas y masteres en asesoramiento genético. Los datos colectados se
enviaron al autor por via telefonica, correo electronico o fueron entregados personalmente.
En los casos procedentes de los Hospitales de Ciudad Habana, Ramén Gonzalez Coro y
América Arias, el autor por si mismo recogi6 los datos.

Dentro de las limitaciones que debemos reconocer en el presente trabajo son que en
ocasiones resultd imposible efectuar un adecuado seguimiento y corroboracion del
diagnostico prenatal de los casos por diferentes razones entre las que se cuentan: distancias
geograficas, fetos macerados, imposibilidad de conocer la institucion hospitalaria en que se
produce la interrupciéon del embarazo, mala conservacion del material abortivo,

deficiencias en el traslado de la muestra, parejas que emigran del pais, etc.
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En aquellos casos en los que los padres decidieron continuar el embarazo se realizd un
analisis del nifio(a), teniendo en cuenta los siguientes aspectos:
Observacion del crecimiento y desarrollo psico-motor, observacion de algin tipo de
dimorfismo craneo facial o en manos, pies y genitales, defectos congénitos que
aparecieron y la presencia de retraso mental.
Estos nifios fueron atendidos en las consultas de genética llevadas a cabo por especialistas
de genética de sus municipios. Algunos fueron atendidos en consultas de referencia
nacional de Genética Clinica en los Hospitales Juan Manuel Marquez o Pediatrico de

Centro Habana.

2.1.8- Manejo bioético de las decisiones médicas asociadas a este estudio

Durante la realizacion de este trabajo fue necesario tomar decisiones en las cuales existia un
determinado riesgo para la salud de la mujer embarazada o la continuacién del embarazo,
producto del proceder invasivo a que era sometida la gestante durante la amniocentesis o la
cordocentesis.

En otras ocasiones se hizo necesario realizar estudios de corroboracion citogenética del
resultado cromosémico del diagnostico prenatal, para lo cual se tomaron muestras del
material abortivo (piel y sangre) o del recién nacido (sangre).

Para cada una de estas situaciones fue establecido un consentimiento informado. En los
casos de la amniocentesis y la cordocentesis se confeccion6 de manera escrita (Anexo 4) y
debia ser firmado por la gestante en caso de estar de acuerdo. Para los estudios de
corroboracion el consentimiento informado fue verbal, si los padres estaban de acuerdo se

procedia a realizar el analisis.
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Las muestras biologicas obtenidas durante la realizacion del estudio, se desecharon

inmediatamente después que se obtuvo un resultado, y no se utilizoé con otros fines.

2.1.9- Tipo de Estudio.

Esta es una investigacion observacional descriptiva, longitudinal, que estd en fase
exploratoria. En una primera etapa, iniciada en el afio 1999, tuvo un caracter longitudinal
retrospectivo, sirviendo de base para el trabajo de terminacion de tesis de maestria del
autor. A partir del afio 1999 tuvo un caracter longitudinal prospectivo debido a que el autor
continuo con su estudio hasta culminarlo en el afio 2007. No obstante, para obtener las
conclusiones finales del trabajo y mayor rigor cientifico, el autor hizo una recalificacion de

todos los casos seleccionados para conformar su universo de estudio.

2.2- Obtencion de la muestra biologica.

Para el DPC se extrajeron 20 ml de liquido amnidtico por puncioén transabdominal en
condiciones de asepsia y bajo seguimiento ultrasonografico por un obstetra, en el periodo
del embarazo comprendido (por regla general) entre las 16 y 20 semanas. Esta maniobra
tiene un riesgo de pérdida del embarazo que oscila entre 0,5%-1%. “® Ademés, durante el
proceso del cultivo de las células del liquido amnidtico se pueden presentar eventos que
entorpecen llegar a un diagndstico certero. Todas estas limitaciones del diagndstico y
riesgos del proceder invasivo fueron recogidas en un consentimiento informado que por
escrito se les entregd a las pacientes y que estas firmaron, si aceptaban los
condicionamientos y riesgos, de realizarse este procedimiento. (Anexo 4)

Las células que sobrenadan en el liquido amnidtico se sembraron en al menos tres frascos
de cultivo que fueron colocados en diferentes incubadoras. Dichos frascos fueron

debidamente rotulados con el nimero que correspondi6 a la muestra.
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El diagnostico prenatal cromosdémico se obtuvo generalmente entre 15 a 30 dias después de
la amniocentesis.

En los estudios de corroboracién del DPC fue usada la cordocentesis, método que bajo guia
ultrasonografica permite extraer sangre fetal del cordon umbilical en el periodo
comprendido entre las 21-25 semanas de embarazo.

Asimismo para la corroboracion del DPC se emple6 el cultivo de fibroblastos fetales
procedentes de la piel. Se tomd una muestra de piel fetal de la region del talon o axilas
(posterior a la interrupcion del embarazo) y fue transportada al laboratorio en suero
fisiologico con exceso de antibidtico (Iml de antibidtico en 3 ml de suero fisiologico).
También en los estudios de corroboracion del DPC se emple6 el cultivo de la sangre fetal
(posterior a la interrupcion del embarazo) que se extrajo por puncion cardiaca previa

heparinizacion de la jeringuilla estéril.

2.3- Tecnica del cultivo y procesamiento de células del liquido amniético

Los amniocitos son uno de los tipos de células que se encuentran en el liquido amnidtico y
constituyen las células de eleccion para realizar el DPC, aunque en ocasiones también se
obtienen resultados satisfactorios empleando otros tipos de células presentes en el liquido
amnidtico como los fibroblastos y en menor medida las células epitelioides. Al cultivarse,
estas cé€lulas crecen en forma de colonias adheridas a la superficie del frasco de cultivo.

Durante este periodo de trabajo en nuestro laboratorio se utilizaron los métodos de cultivo
de amniocitos cerrado y abierto, en dependencia del medio de cultivo utilizado y de la
técnica de cultivo empleada (en frascos o in situ con placas petris). En el método cerrado no
existe intercambio gaseoso de las células cultivadas con el medio exterior, mientras que en

el abierto este intercambio si se produce.
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Por cada caso se sembraron 3 ml del liquido amniético en frascos de cultivo de 25 cm? o en
placas petri de 3 cm, por triplicado, utilizando 3 ml del medio de cultivo disponible y se
incubaron a 37 °C, en atmdsfera humidificada y 5% de CO,. Una vez que las colonias
celulares alcanzaron el desarrollo 6ptimo se realizo el procesamiento o cosecha de los

cultivos celulares.

Proceso o cosecha del cultivo celular:

Este proceso fue realizado a temperatura ambiente. Se describen los pasos seguidos en caso
de que las células fueron cultivadas en frascos o en placas petri.

En frascos:

El primer paso consistio en afiadirle al cultivo 70ul del antimito6tico (10mg/ml) durante dos
horas y media. Las células fueron lavadas con 2ml de EDTA dos veces para eliminar los
restos de medio y se trataron con solucion de Tripsina/EDTA (0,5% tripsina/0.002%
EDTA) de 2 a 5 minutos. Una vez que las células estuvieron despegadas del fondo del
frasco se les anadio 3 ml de medio para detener la accion de la tripsina. Se transfirieron a
tubos de centrifuga de 10 ml y se centrifugaron a 1000 rpm, durante 10 minutos. La
hipotonia se realiz6 con KCI 0.075 M durante 20 minutos. A continuacion se centrifugaron
a 900 rpm, 15 minutos. La primera fijacion se realiz6 con metanol-acido acético (3:1), 30
minutos. Se centrifugd a 1000 rpm, 10 minutos. La segunda fijaciéon se efectué con
metanol-acido acético (3:1) durante 30 minutos. Se realiz6 la extension del material en
laminas portaobjetos.

En placas petris:

Primeramente se anadid al cultivo 35 ul del antimitotico (10mg/ml) durante dos horas y

media. Se decanto el sobrenadante de la placa y se afiadié gota a gota la solucion de KCl
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0.075 M para realizar la hipotonia durante 20 minutos. Se decant6 el sobrenadante de la
placa y se realiz6 la fijacion con metanol-acido acético (3:1) durante 30 minutos.

Posteriormente se colocaron los cubreobjetos sobre los portaobjetos.

2.4- Tecnica de cultivo de la sangre

Las muestras fueron recepcionadas en el laboratorio en jeringuillas estériles y
heparinizadas, enviadas desde el lugar de extraccion en el menor tiempo posible. Este
protocolo incluye el procesamiento de los linfocitos de la sangre cualquiera que sea su
origen (fetal, recién nacido o adulto). Generalmente se sembraron 2 frascos de cultivo por
caso, aunque esto pudo variar de acuerdo al volumen de cada muestra. La sangre restante
después de la siembra se guardd a 4 °C por si fuese necesaria una resiembra de las
muestras.

El medio de cultivo para la siembra, se prepara con 50 mL de RPMI-1640, 1 mL de
Fitohemaglutinina (PHA), 0.5ml de L-glutamina.

La siembra o cultivo se realizd con 3 ml de la mezcla anterior y 0.5 ml de suero fetal, se

agita suavemente y se incub6 a 37 °C durante 72horas.

Proceso o cosecha del cultivo de sangre:

Se afiadieron 45 pL de Demecolcine al cultivo durante 15 minutos, a 37 °C. Se
centrifugaron a 1 200 rpm, 10 minutos. La hipotonia se realizdo con KCl al 0.56%, para lo
cual se afiadieron 8 ml de esta solucion, gota a gota, con una pipeta Pasteur de 2.5 ml, y una
segunda pipeta, de forma rapida. Se incubé a 37°C durante 20 minutos. Luego se realizo la
prefijacion, afiadiendo 8 gotas de fijador (metanol- acido acético 3:1), y se resuspendid
dejandolo en reposo 10 minutos. Se centrifugdé a 1000-1200 rpm, 10 minutos y se elimino

el sobrenadante. La fijacion se realizo anadiendo, primero, 2.5 ml de la solucion fijadora,
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gota a gota; inmediatamente se afiaden otros 2.5 ml de forma répida con una pipeta Pasteur.
Se dej6 en reposo durante 30 minutos como minimo a temperatura ambiente. Se centrifugo
a 1000-1200 rpm, 10 minutos. Se continué con lavados consecutivos con la solucién
fijadora hasta obtener un sobrenadante transparente y un pellet blanco. Para extender la
muestra, se resuspendié en un volumen aproximado de 1 ml de fijador. Antes de extender,
se verifico que las laminas estuviesen en agua a 37 "C. La muestra se extiendid en la
ldmina, dejando caer 2 gotas desde una altura de 10 cm hacia la ldmina. Posteriormente las
laminas se colorearon con giemsa. Las laminas se observaron al microscopio Optico para
evaluar el crecimiento del cultivo. Las laminas se envejecieron sometidas a un proceso de

deshidratacién por calor a 90 °C durante 30 minutos.

2.5- Técnica del cultivo de células de la piel fetal

En placas petris, la muestra de piel fue fraccionada en pequefias partes no mayores de dos
milimetros, utilizando bisturi y pinzas, todo bajo condiciones de completa esterilidad.

Cada fragmento fue ubicado en frascos de cultivo de 25 ml (4 fragmentos por frasco)
utilizando las pinzas. Se afiadié 1 ml de medio de cultivo y se dejo en reposo a 37 °C y 5%
de CO, durante 72 horas, al cabo de las cuales se afiadieron 2 ml de medio de cultivo en
cada frasco y se volvieron a colocar en las condiciones de incubacion anteriormente
descritas.

Cuando las colonias de fibroblastos alcanzaron un crecimiento adecuado se procede a la
cosecha del cultivo celular, que se realizé de manera idéntica al efectuado para el cultivo de

amniocitos en frascos.
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2.6- Tecnica para obtener las bandas GTG de los cromosomas. Bandeo

de rutina.
Preparacion del buffer fosfato pH 6.8: Se pesé 9.078g de dihidrogeno fosfato de potasio
(KH,PO4) para un litro de H,O destilada. Se pes6 9.200g de disodio hidrogeno fosfato di
hidratado (Na,HPO4 x 2H,0) para un litro de H,O destilada. Se mezclaron 50:50 de
solucion de KH,PO,4 y Na,HPO.. El pH fue ajustado a pH- 6.8.
Preparacion del NaCl: Se pesaron 9.5g de NaCl y diluyeron en un litro de H,O destilada.
Procedimiento:
En un coplin de 100ml, se disolvieron 0,125 g de tripsina 1:250 en 100 ml de buffer
fosfato, y se ubicaron en bafio de Maria a 37°C. Se prepard un coplin de 100 ml con
sol. de NaCL 0,9%. Se incubaron en bafio de Maria. Se preparar6 un coplin con 100
ml: 8 ml de Giemsa y 92 ml de buffer 6,8. Se prepard un coplin con 100ml de buffer
6,8. Se llenaron dos coplins con 100ml de agua destilada.
La Iamina portaobjeto se paséd por solucion de tripsina. Se enjuagd en solucion de NaCl
0,9%. Fue coloreada en solucion de Giemsa durante 10 min. Se sec6 el portaobjeto y
fue evaluado el tiempo de tripsina y coloracion. Una vez ajustados dichos tiempos, se
repitio el proceder con todos los portaobjetos del caso. Se secaron los portaobjetos y se

guardaron en lamineros bien documentados para el diagnostico.

2.7- Analisis cromosdmico

Se contaron 10 metafases (periodo 1990-2003) o 15 metafases (periodo 1984-1990 y 2003-
2007) de al menos 2 frascos de cultivo diferentes usando la técnica de tincion con bandas
GTG. Se realizo el cariotipo de al menos dos metafases, se analizaron exhaustivamente

cinco c¢lulas y las demads fueron contadas.
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Si aparece algun caso en que se sospeche un mosaicismo cromosomico, con el objetivo de
optimizar el trabajo en el laboratorio se aplica la guia de Hsu y Benn realizada en 1992 y

modificada en 1999. “? (Anexo 2)

2.8- Bandeos cromosémicos especiales.

Fueron utilizados en el diagnostico prenatal cuando se hizo necesario definir variantes
cromosomicas normales o cambios estructurales en los cromosomas que pudiesen tener

repercusion fenotipica en la descendencia.

2.8.1- Bandas CBG
Fueron preparadas las siguientes soluciones:
- Solucién de HCL 0.1M diluyendo 0.8 ml HCI en 100ml de H,O

- Solucién de hidroxido de bario diluyendo 3 g Ba(OH), /100ml de H,O.

-Solucién 2XSSC
NaCl 0.3M 1.73¢g
CsHsNaz;0O4. 2 H,O 0.03M=0.8823¢ (citrato de sodio).

Estos dos reactivos se mezclaron en 100ml de H,O destilada formando la solucidén de 2x
SSC.

En un coplin se afiadi6 HC1 0.1 M, se colocaron laminas con la preparacion cromosoémica
durante 30minutos a temperatura ambiente. Las laminas se enjuagaron con H,O corriente,
fueron ubicadas en solucion de Ba(OH), durante1Omin. Se pasaron a coplin con solucion de
2X SSC, durante lhora a 60°C. Se colocaron en Giemsa al 5% diluida en el buffer 6.8.

Se analizaron al microscopio Optico para definir la calidad del bandeo.
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2.8.2- Bandas NORs

Fueron utilizadas las siguientes soluciones:

Solucidn 1: Acido sulfurico 1 N. (2,5ml de 4cido sulfurico y completar hasta los 100ml con
agua destilada)

Solucidn 2: 1 ml de acido formico diluido en 9 ml de agua destilada.

Solucion 3: Formaldehido 35% (3,5 ml de formaldehido diluidos en 96,5ml de agua
destilada, ajustada a ph 2,65. El pH se ajusta con la solucion 2)

Solucidn 4: nitrato de plata (2 gramos de nitrato de plata en 2 ml de agua destilada)
Solucidn de trabajo: 500 microlitros de solucion 4 mas 100 microlitros de solucion 3.

La lamina con la preparacion se sumergié por 7 minutos en la solucién 1. Se le hizo un
lavado en agua destilada. La ldmina fue ubicada en camara humeda, a 37 grados
centigrados. A la ldmina le fue afiadida la solucidon de trabajo en su superficie. La ldmina
fue cubierta con cubreobjeto y ubicada en el horno a 60 grados centigrados durante 12
minutos. Se retird cuidadosamente el cubreobjetos y se lavd con abundante agua. Se
colored con solucion de giemsa al 10% durante 5 minutos. Se hizo una evaluacion al

microscopio de la calidad de las bandas NOR.
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Capitulo 3
MOSAICISMO CROMOSOMICO
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3.1-Introduccion

El mosaicismo cromosémico es un acontecimiento poco frecuente en el DPC. Su
diagnostico correcto en ocasiones se dificulta por la presencia de diferentes eventos
fortuitos que crean incertidumbre en su determinacioén. Este hecho constituye una de las
limitaciones para obtener un resultado certero de la prueba prenatal.

Sin embargo, a pesar de su baja frecuencia, cuando es detectado surge un dilema para el
citogenetista y el asesor genético, que debe ser manejado con extrema cautela. Por dicha

razon es de importancia su estudio.

3.2- Objetivos

1- Determinar la frecuencia del mosaicismo cromosdémico en nuestro universo
de estudio.

2- Determinar la frecuencia de los cromosomas que aparecen involucrados en
el mosaicismo cromosomico.

3- Describir la posible correspondencia entre la expresion fenotipica y el
resultado del diagndstico prenatal emitido como mosaicismo.

4- Explorar la posible relacion entre el fenotipo y el por ciento de la linea

aberrada detectada.
3.3- Resultados

Fueron hallados 48 casos de mosaicismo cromosdmico (Anexo 5) para una frecuencia del
0,28% (48/ 16 950). De los 48 casos con mosaicismo cromosoémico se hicieron estudios de
confirmacion citogenética del DPC en 20 para un 41,6% (20/48), no se estudiaron 23 casos
para un 47,9% (23/48) y de cinco casos no fue posible colectar informacion (10,4%). Se

hallaron malformaciones atribuibles a la linea aberrada en 12 casos. (Anexo 6)
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En los casos que se hicieron estudios de confirmacion citogenética del DPC, se corrobord el

cariotipo prenatal en 12 casos (60%) y en ocho (40%), este no se confirmo.

Debido al comportamiento disimil del mosaicismo cromosémico en dependencia del tipo
de aberracion involucrada en la linea aberrada, este fue analizado en diferentes acapites:
mosaicismo de aneuploidias autosémicas, mosaicismo de aneuploidias sexuales,
mosaicismo de cromosomas marcadores y mosaicismo de aberraciones estructurales. Se

presentan los resultados y la discusion individualizados por cada acapite.

3.3.1- Mosaicismo de aneuploidias de los cromosomas autosémicos

Las aneuploidias autosdmicas estuvieron presentes en el 33,3 % (16/48) de nuestros casos
de mosaicismo cromosoémico. Se hallaron seis casos de Trisomia 21, tres casos de Trisomia
22, dos casos cada uno de las Trisomias 18, 13 y 20, y un caso de Trisomia 9. (Anexo 7)

En los diferentes estudios reportados en la literatura los autosomas mas involucrados en
mosaicismo de trisomias son el 20, el 21, el 13 y el 18, responsables de casi el 70% de
todos los mosaicos hallados en aneuploidias autosomicas. “**” En este trabajo constituyen

el 75% (12/16) de todos los mosaicos detectados en las aneuploidias de los autosomas.

3.3.1.1- Mosaicismos de aneuploidias autosémicas mas frecuentes

3.3.1.1.1- Mosaico de trisomia 21

El cromosoma que con mayor frecuencia aparece involucrado en el mosaicismo de trisomia
autosdmica en nuestra serie de casos es el 21 que fue hallado en seis pacientes, para una
frecuencia del 37,5% (6/16).

De los seis casos detectados, exclusivamente se pudo colectar datos de anatomia patologica

en tres de ellos que se describen a continuacion:
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Caso I-1

Fueron analizadas 11 metafases, de las cuales, cinco fueron 47,XX,+21 y seis fueron
46,XX, para un 45,5% de la linea aberrada. El embarazo fue interrumpido y el fenotipo del
feto presentd los siguientes rasgos dismorficos: hipertelorismo, nariz pequena, con raiz
nasal aplanada, surco simiano bilateral, baja implantacion de las orejas, desviacion
mongoloide de las hendiduras palpebrales, braquicefalia, y atresia esofagica, que fue el
defecto congénito mayor.

Caso I-2

Fueron analizadas 17 metafases; de ellas, nueve presentaron el cromosoma 21 extra y ocho
fueron normales, por lo que la frecuencia de la linea aberrada fue del 52,9% EIl cariotipo
descrito fue 47,XX,+21/46,XX. El embarazo fue interrumpido y el feto presentd los
siguientes rasgos dismoérficos: orejas displdsticas y de baja implantacion, desviacion
mongoloide de las hendiduras palpebrales, nariz pequena y corta, labio inferior prominente
y evertido, abdomen protuberante, clinodactilia y surco simiano.

Caso I-5

Este correspondié con un embarazo gemelar dicigotico en el cual uno de los fetos presentod
tres células con la trisomia 21 en diferentes frascos de 40 células analizadas, para un 7,5%
de la linea aberrada. El cariotipo descrito fue 47,XY+21/46,XY (Anexo 8). Es remitido por
marcadores bioquimicos y ultrasonograficos positivos para riesgo de Sindrome Down y el
resultado de la necropsia fetal presenté6 como datos de interés solamente el hipertelorismo y
la baja implantacion de las orejas. (Anexo 34)

La imagen del caso 1-4 estd en Anexo 9.
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3.3.1.1.2- Mosaico de la trisomia 20

La trisomia 20 es el hallazgo mdas frecuente entre los mosaicos de trisomias de los
autosomas diagnosticados por cultivos de amniocitos. '-*% % En este trabajo se reporta
en dos ocasiones para un 12,5% (2/16).

Los dos casos se describen a continuacion:

Caso I-7

El cariotipo fue 47,XX,+20 [4]/46,XX [27]. La linea celular aberrada estuvo presente en un
12.9 % (4/31). El embarazo fue interrumpido, y al andlisis fisico el feto no presento
anomalias. La linea con la trisomia 20 no se hall6 en los estudios de piel y sangre fetales.
Caso 1-8

El cariotipo fue 47,XY, + 20[2]/46,XY[48]. Se encontraron dos células con trisomia 20, de
50 que fueron analizadas. El por ciento de la linea trisomica fue de 4% (2/50). El embarazo
continud, y el recién nacido no presentd alteraciones fenotipicas; actualmente el nifio de 11
afios presenta un neurodesarrollo normal. El analisis de la sangre mostr6 solamente la linea

normal.

3.3.1.1.3-Mosaico de trisomia 18

Fue hallado en dos ocasiones dentro de los 16 casos de mosaicos de trisomias autosomicas,
para una frecuencia del 12,5%. El analisis de ambos casos presento:

Caso 1-9

Paciente remitida por AEM. El cariotipo descrito fue 47,XX,+18[13]/46,XX[4]. La
trisomia fue hallada en 13 células de las 17 analizadas para un 76% de la linea aberrada. El
embarazo fue interrumpido, y en el examen del feto se encontrd: orejas grandes en rotacion

posterior y de baja implantacion, fosas nasales en anteversion, posicion en valgus de
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miembros inferiores, dificultad para la extension del codo, camptodactilia bilateral, dorsi
flexion del primer dedo de ambos pies y CIA tipo agujero oval de 0,2 cm. No se realizaron
estudios de corroboracién citogenética en el material abortivo.

Caso 1-10

Paciente remitida por AEM. Fue hallada una célula con trisomia 18 de 15 analizadas en un
solo frasco de cultivo. Se realizaron estudios de corroboracion del DPC en la sangre fetal a
través de una cordocentesis y el resultado fue 47,XY,+18[10]/46,XY[10]. El embarazo fue
interrumpido, y en el material abortivo solo se describe: retardo del crecimiento fetal,

occipucio prominente e implantacion baja de las orejas.

3.3.1.1.4- Mosaico de trisomia 13

Se detecta en dos casos, lo que corresponde a una frecuencia del 12,5%, dentro de los casos
de mosaicos de aneuploidias autosomicas. El anélisis de ambos casos presento:

Caso I-11

Paciente remitida por AEM. El resultado del cariotipo fue 47,XY,+13[5]/46,XY[11]. La
linea aneuploide se encontrd en el 31,25% de las células estudiadas. La gestacion fue
interrumpida y al analizar el feto fueron detectados: retardo del crecimiento, microcefalia,
surco simiano. La presencia de las dos lineas celulares diagnosticadas prenatalmente se
corrobora en la piel fetal.

Caso 1-12

Paciente remitida por ansiedad materna. El resultado del cariotipo fue
47,XX,+13[6]/46,XX[10]. La trisomia estuvo presente en el 37,5% de las células
analizadas. El embarazo fue interrumpido; se inform¢6 feto malformado sin precisar

detalles. En este caso no se realizaron estudios de confirmacion citogenética del DPC.
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3.3.1.2- Mosaicos cromosomicos de trisomias autosémicas raras

3.3.1.2.1- Mosaicismo de trisomia 22

La trisomia del cromosoma 22 en mosaico se le considera dentro de los llamados casos
raros de mosaicismo de los autosomas. "**” En nuestro estudio tiene una incidencia del
18,7% (3/16) en mosaicos de aneuploidias autosomicas. La encontramos dos veces en
forma de trisomia libre (I-13 y I-15) y una vez en forma de trisomia por translocacién

Robertsoniana (I-14). Descripcion de los casos:

Caso 1-13 - En este se encuentran dos células con trisomia 22, de las 30 que fueron
analizadas. El cariotipo fue 47,XY,+22[2]/46,XY[28]. El por ciento de la linea aberrada fue
del 6,6%. El DPC se corrobora en la piel fetal después de la interrupcion del embarazo.

El embarazo se interrumpi6 a las 26 semanas de gestacion, el feto pesd 1140 gramos, y le
fue hallado: foramen oval de 8mm, hipertelorismo, surco simiano bilateral, nariz en pico de

cotorra, microcefalia y estenosis de la aorta.

Caso 1-14 - 46, XY, der (13; 22) (q10;q10),+22[17]/46,XY[13]

La paciente se realiza el DPC a las 19 semanas de embarazo debido a malformaciones
detectadas por ultrasonografia que hacian sospechar una alteracion cromosémica. El
resultado del DPC present6 una linea celular normal 46, XY en 13 células analizadas y una
linea con una trisomia 22 por translocacion Robertsoniana (Anexo 10) en 17 células de tres
diferentes frascos de cultivo (56,6% de la linea aberrada). El examen en anatomia
patologica del feto abortado presentd: microcefalia, implantacion baja de las orejas, canal
atrio ventricular y surco simiano. En este caso no se hicieron estudios de corroboracién

citogenética en el material abortivo.
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Caso 1-15 - Son contadas 65 metafases apareciendo 3 con la trisomia 22. El embarazo es
interrumpido. El feto es un varon fenotipicamente normal. El por ciento aparicion de la
linea trisdmica fue de 4,6 %(3/65). Cariotipo: 47,XY,+22[3]/ 46,XY[62]. No se realizan

estudios de corroboracion del DPC.

3.3.1.2.2- Mosaicismo de trisomia 9

Encontramos un caso con mosaicismo de trisomia 9 en siete células de las diez que fueron
analizadas de diferentes frascos de cultivo. Para este tipo de trisomia esto nos da una
incidencia del 6,2% dentro de las aneuploidias de los autosomas. Fue remitido al

laboratorio por malformaciones detectadas por ultrasonido.

Caso 1-16 - Cariotipo: 47,XX,+9 [7]/46,XX [3] (Anexo 11). El analisis del material
abortivo en el informe de anatomia patolégica presentd: espina bifida oculta, hernia
diafragmatica, hipoplasia de pulmén izquierdo, hipoplasia del pancreas, vias biliares y
yeyuno, corazén bilocular, hidrocefalia, malformaciones renales (estenosis del tercio medio
y tercio inferior a nivel de uretes). (Anexo 35) En los estudios de corroboracion del DPC la
trisomia del cromosoma 9 se hall6 en la piel y en la sangre fetal.

Discusion

La frecuencia de mosaicismo cromosomico reportada en este trabajo esta dentro del rango

establecido por estudios de otros autores. ¢

En los casos que se hicieron estudios de confirmacion citogenética del DPC, se corrobord el
cariotipo prenatal en 12 casos (60%) y en ocho (40%), este no se confirmo. Diversos
autores han tenido porcentajes de confirmacion del cariotipo prenatal que oscilan entre el
60 y 74 %, esto no es inusual si tenemos en cuenta los diversos factores confusores de un

. , . .. O -6,2
diagnostico de mosaicismo cromosomico en el DPC. ©¢2%
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De la comparacion de las frecuencias obtenidas en nuestro estudio, de los mosaicos de
aneuploidias autosomicas mas comunes (cromosomas 21, 20, 13 y 18), con los resultados
obtenidos por otros autores, se realiza el siguiente analisis:

El mosaico de trisomia 18 es relativamente comun durante los hallazgos del DPC por
cultivo de amniocitos. " *®?¥ Hsu lo reporta en 15 casos, de las 277 trisomias en mosaico
de los autosomas, para un 5,4%. ©® Worton lo describe en dos ocasiones, de 15 casos de
mosaicos de aneuploidias autosémicas, lo que se corresponde a un 13,3%, ) mientras que
Wallerstein detecta este mosaicismo en 31 casos de 436 para un 7,1 %.

El mosaico de trisomia 13 también es considerado como un mosaico relativamente comun
en el DPC. "% %2® Hgu y Perlis lo detectaron en 89 casos de mosaicismo de aneuploidias
autosomicas en dos ocasiones para un 2,2%. © Hsu en el estudio de los laboratorios de
New York reporta el mosaicismo de trisomia 13 en dos ocasiones en 50 casos de trisomias
autosomicas (4%). © Wallerstein en 436 casos de mosaicos de aneuploidias autosémicas lo
describe en 25 casos para un 5,7%. ©” Mientras que las frecuencias halladas por Worton
tienden a ser mas parecidas a las nuestras al describir dos casos en 15 mosaicos de trisomias
autosOmicas (13,3%). ¥

Respecto al mosaico de trisomia 18 y 13, nuestras frecuencias coinciden con lo reportado

3

por Worton y colaboradores ) y no son notoriamente diferentes a lo reportado por

Wallerstein. “¥ No coinciden con los reportes de frecuencia de Hsu y colaboradores %

En relacion a los hallazgos de los fetos abortados que presentaron el mosaicismo de la
trisomia 18, en el primer caso (I-9), donde la presencia de la linea aberrada superaba el
70%, los caracteres fenotipicos propios de la trisomia 18 fueron més acentuados e incluso

aparecié una malformacion cardiaca. El segundo caso de mosaico de trisomia 18 (I-10)

presentd malformaciones mas discretas (pero frecuentes en la trisomia pura del 18) debido

-53 -



a una mayor presencia de la linea normal; la linea aberrada estuvo presente en el 50% de las

células analizadas en los estudios de corroboracidon por cordocentesis.

Los dos casos de mosaicos de trisomia 13 presentaron la linea aberrada en proporcion

moderada, 31,2% el primero y 37,5 % el segundo; en ambos casos se presentaron

anomalias.

Wallerstein plantea que el riesgo de una anomalia fetal se incrementa al aumentar el

porcentaje de las células trisdmicas autosdémicas en el mosaico. Hay una distincion, aunque

no una completa separacion, entre el riesgo de una terminacion anormal del embarazo en
los casos con menos del 50% de células trisomicas y aquellos que estan por encima del

50% respecto al total de células analizadas.

De acuerdo a lo anterior, este autor considera que:

- Para el mosaicismo de la trisomia 13 existe un 26% (4/15 casos) de riesgo de
malformaciones en casos con menos del 50% de la linea trisémica, contra un 60% (6/10
casos) de riesgo en casos en que la linea trisdémica supera el 50% de las células
analizadas. ® Los dos casos de nuestro estudio con mosaicismo de trisomia 13, a pesar
de no superar el 50% de la linea aberrada, los fetos si presentaron anomalias fisicas.
Esto, sin dudas, es indicativo del valor del diagnéstico ultrasonografico para la toma de
decisiones en dichos casos.

- Para el mosaicismo de la trisomia 18 existe un 52% (11/21 casos) de riesgo de
malformaciones cuando la linea trisomica no supera el 50% de las células analizadas
contra un 75% (6/8 casos) de riesgo cuando la linea trisdmica si supera el 50% de todas
las células analizadas. ®® En nuestra serie los dos casos con malformaciones tenian el
50% o mas de las células afectadas, presentando ambos malformaciones confirmadas en

el material abortivo.
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- Los embarazos con mosaico de trisomia 13 y 18 que resultaron en una terminacioén
normal tuvieron una media de células trisdmicas menor del 10%. No se observaron
nacidos vivos normales cuando la media de la linea celular trisdmica fue mayor del
31% para estas dos trisomias. ®® Los datos presentados en este trabajo sobre los
mosaicos de trisomia 18 y 13 corroboran esta conclusion, en los cuatro casos la linea
afectada supera el 31% de aparicion y en todos se presentaron malformaciones.

El mosaico de trisomia 20 tuvo una frecuencia del 12,5% en nuestra serie, no podemos

concluir que fuese el mas frecuente tal como reportan otros autores. Nuestros datos

(5yo6)

coinciden con lo reportado por Worton,” no asi con lo descrito por Hsu y Wallerstein.

@% Hsu y col. lo detectaron con una frecuencia del 37% (103/277). ©

De manera similar, Wallerstein lo describe en un 34,8% (152 veces en 436 casos de
mosaicos diagnosticados). ¥ En el estudio de los laboratorios de EEUU  fue hallado en
20 ocasiones en 87 aneuploidias autosémicas (22,9%). Sin embargo, Worton lo reporta tan

s6lo en un 13,3% (2/15) en su trabajo, en el que analiza 12 386 amniocentesis.

Hsu en el capitulo “Diagnostico Prenatal a través de la Amniocentesis” del libro sobre
Enfermedades Genéticas del Feto, de A. Milunski, " plantea que la frecuencia tan elevada
del mosaico de trisomia 20 pudiera estar sesgada por el hecho de que al colectar datos del
mosaicismo cromosomico para ser incluidos en grandes series, se tienen en cuenta reportes
y publicaciones de casos que son abundantes para el mosaicismo de dicho cromosoma. Por
el contrario, los casos con mosaicismo que comprenden las trisomias 21, 18 y 13 no han
recibido mucha atencion, han sido poco reportados en la literatura y sus resultados son poco

seguidos. "
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Sin embargo, el mosaico de trisomia 20 es raramente encontrado en los muestreos
. ” . (63, 64) . .
citogenéticos de abortos espontaneos; por todo lo anteriormente mencionado es
comprensible que ante su hallazgo surja un gran dilema ante el consejero genético y el
citogenetista.

En diferentes estudios realizados en casos de mosaico de trisomia 20 ©¢%

se ha notado que
la inmensa mayoria (85%) tiene un fenotipo normal y las anomalias halladas en el 15%
restante fueron inconsistentes. En consecuencia, no ha sido posible establecer una relacion

causal entre el mosaico de trisomia 20 y un sindrome especifico. Existen autores %

que
plantean la posibilidad de una asociacion entre un fenotipo anormal y un alto porcentaje de
la linea celular con trisomia 20 (por encima de 60%), pero generalmente esta linea tiene un
origen extraembrionario y las oportunidades de una terminacion normal del embarazo estan
por encima del 90%. ¢

Sin embargo, otros autores plantean que debido al poco tiempo de seguimiento post-natal
que se le da a estos casos, unido a los fallos en la evaluacion de otros tejidos fetales en
busca de la trisomia 20 (aparece principalmente en piel, rifiones e intestinos y no en
sangre), y que los defectos fenotipicos que presentan son menores, en ocasiones se hace una
sub-valoracion de los efectos clinicos de este mosaico, que segun ellos, son principalmente
un retraso marcado en el desarrollo motor y la hipotonicidad en el nifio, condiciones estas
que deberian ser tomadas en cuenta como riesgo adicional a pesar de que los ultrasonidos y
las pruebas de sangre del cordon sean normales. ¥

En los dos casos reportados en este trabajo de mosaico de trisomia 20 (I-7 y I-8) el

porcentaje de mosaicismo fue realmente bajo (14% en uno y 4% en el otro), el feto

producto de la interrupcion del embarazo no presentaba malformaciones visibles en esa
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etapa del desarrollo. En el caso que el embarazo continu6 el nifio naci6 normal y hasta la
actualidad su desarrollo ha sido normal.

El mosaicismo cromosdmico de trisomia 21 esta descrito como uno de los mas frecuentes
en el cultivo de amniocitos; pero al mismo tiempo es uno de los que menos se conoce el
resultado final del embarazo, pues debido a su relativa comtn ocurrencia y a que siempre se
espera un resultado afectado con mas o menos las mismas caracteristicas, no son recogidas
o publicadas las estadisticas acerca de las consecuencias finales de estos embarazos.

Hsu en un trabajo que agrupa 277 casos de mosaicos de aneuploidias de los autosomas,
encuentra la trisomia 21 en 60 casos para una frecuencia del 21,6% © Worton en un
muestreo de mosaicismo en DPC en laboratorios canadienses reporté un 20% de frecuencia
de este mosaico @ y Wallerstein reporté un 22,2% de aparicion de la trisomia 21. @*

La frecuencia que reportamos en este trabajo es del 37,5%, mayor que en los tres reportes
internacionales con la cual la comparamos. La posible explicacion es que en nuestra serie
exista un sobre diagnostico del mosaico fetal de trisomia 21, lamentablemente en ningin
caso de los reportados se hizo estudios de corroboracion citogenética del diagnoéstico
prenatal y solo se tiene informacion de 3 casos (I-1, I-2 y I-5), en los dos primeros los
hallazgos fenotipicos encontrados en el material abortivo nos sugiere la presencia de la
linea con la trisomia 21. El tercer caso (I-5) que present6 tres células con la linea trisomica
y 40 con la linea normal, es remitido por marcadores bioquimicos y ultrasonograficos
positivos para riesgo de Sindrome Down, en el resultado de la necropsia solo son
reportadas la baja implantacion de las orejas y el hipertelorismo, eventos que por si solos en
esa etapa fetal no son definitorios de algin sindrome cromosémico. Probablemente en este
caso la linea trisdbmica solo estuviese presente en tejido placentario, pero no puede

afirmarse al no realizar estudios de corroboracion citogenética en material abortivo.
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En otro de los casos (I-4) se detecta la linea trisomica en 18 metafases y en tres células la
linea 46, XX, en este caso no puede descartarse una contaminacion con células maternas y
que el feto fuese una linea pura 47,XX,+21. De los restantes 3 casos con mosaicos de
trisomia 21 no se tienen estudios de seguimiento, ni informes de anatomia patolégica acerca
del material abortado.

En los dos casos que se presentaron malformaciones fetales la linea con la trisomia 21
super?6 el 45% de aparicion con respecto a la normal.

Generalmente cuando se realiza un DPC de Sindrome Down este caso no es seguido, aun
siendo un mosaico cromosomico. El hecho de que esta sea una de las enfermedades de
origen cromosdmico mds frecuente no debe implicar una falta de seguimiento y
corroboracion en estos casos, aun mas cuando se trata de un mosaiciSmo cromosomico,
una de las fuentes de falsos positivos y falsos negativos del DPC. Desafortunadamente ha
caido en desuso la practica de corroborar los resultados del DPC ya sea en el material

abortivo o en el recién nacido, en aquellos casos que asi lo requiere.

La trisomia 22 es el segundo hallazgo mas comunmente encontrado en los abortos
espontaneos del primer trimestre, esto justifica su baja incidencia de aparicion durante el
DPC del segundo trimestre, aun en forma de mosaicos. *"

Hsu y colaboradores reportan una incidencia del 3,9% (11/277) en una gran serie de
mosaicos de aneuploidias autosémicas. *” Hsu en los estudios de los laboratorios de New
York de 1992 solo encuentra un mosaico de trisomia 22, en 18 casos de aneuploidias
autosomicas para un 5,5% de incidencia. ©©

Los dos casos del mosaico de trisomia libre del 22 en nuestro trabajo presentaron baja

proporcion de aparicion de la linea trisomica. El caso I-13 mostrd un 6,6 % (2/30) y el I-15
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presentd un 4,6% (3/65). El primer caso presentd anomalias fetales y se corrobord el DPC
en estudios de piel del material abortivo (Unico tejido disponible). El segundo caso se
interrumpié era un vardén aparentemente normal, no se le realizaron estudios de
corroboracion citogenética. Existe una aparente paradoja en hallar casos con tan baja
proporcion en la linea afectada y con resultados fenotipicos fetales tan diferentes. En el
trabajo de Hsu acerca de los llamados mosaicos de trisomias raras se plantea: “en nuestro
estudio el porcentaje de células con la trisomia 22 varid desde 3.6% a un 28 % para los
siete casos de resultado anormal y desde un 5 -20% para los cuatro casos con un resultado
normal; no existiendo diferencias significativas entre el rango de aparicion de la linea con
trisomia 22 y el resultado fenotipico en el feto”. @ Por otra parte, diferentes autores en
trabajos que incluyen el seguimiento postnatal a largo plazo de 13 casos de mosaicos de
trisomia 22, encontraron diferentes grados de retraso mental en todos, excepto en uno; no
pudiendo ser establecida una correlacion entre el porcentaje de células trisomicas y el grado
de retraso mental (siete casos con RM medio, dos casos con RM moderado, tres casos con

RM severo y un caso con desarrollo normal). 7%

En nuestro trabajo fue hallado un tercer mosaico de trisomia 22 (I-14) por translocacion
Robertsoniana 13-22. La paciente es remitida por detectarse por ultrasonido
malformaciones fetales que hacian sospechar un desbalance cromosémico. El caso fue
abortado y el feto era anormal. La linea trisomica aparecid en 17 células de 30 que fueron
analizadas para una frecuencia del 56,6%. En estos casos de fetos portadores de
translocaciones Robertsonianas es mas frecuente el fendmeno del mosaicismo de trisomias

cromosomicas, lo cual justifica el conteo y andlisis adicional de células para el DPC de los
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mismos. El riesgo de disomia uniparental es mayor en los fetos portadores de
translocaciones Robertsonianas entre cromosomas acrocéntricos no homélogos. 7%

Las principales caracteristicas asociadas con la trisomia 22 son el retardo del crecimiento
intrauterino, microcefalia, orejas anormales, piel redundante en el cuello, malformaciones
cardiacas y dedos largos. En nuestra serie reportamos dos fetos malformados que tenian en
comun la microcefalia y las malformaciones cardiovasculares, que estan asociadas con el
sindrome de mosaico de trisomia 22. (¢>67:6%-7)

El hecho de encontrar tan elevada frecuencia del mosaicismo de trisomia 22 en este estudio,
aunque no es usual no resulta del todo inexplicable. A pesar de que la trisomia 22 no es
observada con frecuencia en nacidos vivos, se estima que ocurre en cerca de 1/200
embarazos clinicamente diagnosticados y es responsable de aproximadamente el 2,7% de
los abortos espontaneos y el 0,2% de las muertes fetales, siendo una de las aberraciones
cromosémicas mas frecuentemente reportada en abortos del primer trimestre. 7> El
hecho de que esta trisomia apareciera acompafiada de la linea normal puede explicar la
sobre vivencia fetal hasta el segundo trimestre del embarazo y su hallazgo durante el DPC
por amniocentesis.

El mosaicismo del cromosoma 9 clasifica entre los mosaicos raros. Hsu, 1997 reporta 25
casos en 277 mosaicos de aneuplodias autosdmicas para una frecuencia del 9%. ® En el
estudio del mosaicismo de los laboratorios de los EEUU © se colectaron seis casos de un
total de 87 con aberraciones numéricas autosomicas (6,8%). La frecuencia con que se

comporta el mosaico de trisomia 9 en nuestra serie (6,2%) concuerda con los reportes de la

literatura.
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Los datos de los estudios citogenéticos prenatales, de la literatura, sugieren que aquellos
fetos que por ultrasonido se le detectan malformaciones, tienen un alto riesgo (del 56%) de
tener en su constitucion genética la linea con la trisomia 9 detectada en el DPC. *

Para el mosaico de la trisomia 9 existe un amplio rango en la expresion fenotipica,
generalmente cuando logran llegar a término, los recién nacidos no sobreviven durante
mucho tiempo. 7> Los pocos casos estudiados que han logrado una cierta sobre vivencia
presentan unas severas discapacidades cognoscitivas, aunque Saneto y colaboradores y
Sanchez y colaboradores han descrito casos con un retardo mental medio a ligero y mayor
tiempo de vida, siendo casos excepcionales. 7%

Las anomalias fisicas mas comunmente reportadas incluyen: malformaciones faciales,

anomalias esqueléticas, defectos congénitos cardiacos y malformaciones genito-urinarias.

El caso observado en esta serie reune varias de estas malformaciones reportadas.

3.3.2- Mosaicismo de aneuploidias de los cromosomas sexuales:

En el trabajo de 16 950 casos de DPC, fueron hallados 48 casos de mosaicos
cromosomicos, correspondiendo 18 (37,5%) de los mismos a mosaicos de aneuploidias

sexuales. (Anexo 12)

3.3.2.1-45,X/ 46,XX

El mosaicismo de Sindrome Turner constituy6 el 50% de los mosaicos sexuales (9/18), y
el 18.7 % (9/48) de todos los mosaicos hallados en nuestro trabajo. De los nueve casos,
siete embarazos fueron interrumpidos por decision de los padres posterior al asesoramiento

genético, un embarazo llego6 a término y del otro no se tuvo informacion.
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En tres casos no se corrobor6 el resultado del diagndstico prenatal. En el caso 1I-1, que el
resultado del DPC fue 45,X[20]/46,XX][10], en el estudio de corroboracion citogenética en
material abortivo se detecta la linea monosomica en la sangre fetal, unico tejido disponible.
En el caso II-2 en el DPC se observaron cinco células con la linea monosémica, de 33 que
se analizaron, y en los estudios de corroboracion citogenética en material abortivo, solo
aparecieron células 46,XX en la sangre fetal (el cultivo de piel fue fallido) . En el caso II-3
se hallaron dos células con la monosomia del X, de 14 analizadas en el DPC, y la linea
45,X no fue hallada en los estudios de corroboracion, a pesar de analizar la piel y la sangre
fetales.

En el caso II-4, el mosaicismo 45,X/46,XX tuvo confirmacion de los resultados hallados en
el DPC, en sangre periférica (no hubo otro tejido disponible).

No fueron estudiados cuatro casos; de ellos en el caso II-7, en que los padres deciden
continuar el embarazo, nacié una nifia aparentemente normal y no se realizaron estudios de
confirmacion por decision de los padres. Otro caso, el II-8 fue un 6bito fetal detectado
después de las 23 semanas de gestacion que no fue posible estudiar. Los casos II-5 y 1I-6 no
se estudiaron en el laboratorio. Del caso II-9 no se pudo colectar informacion.

En esta serie de mosaicos de Sindrome de Turner sélo hubo dos casos que presentaron
afecciones fenotipicas. En el caso II-1 se detect6 retardo del crecimiento intrauterino, y en
el estudio de confirmacidon solo se hallo la linea 45,X. El caso II-2 presentd paladar

hendido, malformacion que no se ha reportado relacionada a este sindrome.
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3.3.2.2- 47, XXX/46,XX

De los mosaicos cromosdmicos sexuales que reportamos con mas frecuencia en nuestra
serie esta el 47,XXX/46,XX que aparecid en cuatro ocasiones, lo que representa una
frecuencia del 8.3% (4/48) en el total de mosaicos reportados.

En estos casos se interrumpieron tres embarazos y el material abortivo fue normal. En
ninguno de ellos se realizaron estudios de confirmacion citogenética. Estos casos
presentaron bajos porcentajes de aparicion de la linea aberrada en el DPC: caso II-10,
17,6% (3/17); caso II-11, 10,5% (4/38) y caso II-12, (Anexo 13) 14,2% (3/21).

El cuarto caso lleg6 a término (II-13), del que nacié una nifia de fenotipo normal, y donde
se realizo el estudio de confirmacion; la linea con trisomia X fue hallada en sangre
periférica. Este caso presento siete células con 47, XXX de las 23 analizadas prenatalmente

(30.4% de la linea aberrada).

3.2.2.3-47,XXY/46, XY

El 47,XXY/46,XY en nuestro trabajo aparece con una frecuencia del 11,1% (2/18) en los
casos de mosaicismo de los cromosomas sexuales. Los dos casos con mosaicos de
Sindrome de Klinefelter son interrumpidos, no se hallaron malformaciones en el analisis
del material abortivo. En el DPC se hallaron tres células trisdmicas de 10 analizadas en el
caso I1-14 (30% de la linea aberrada). En el caso II-15 aparecieron 4 células 47,XXY de 15
analizadas (26.6% de la linea aberrada). El primero de los casos fue confirmado en estudio

de piel fetal, el segundo no fue estudiado.

3.3.2.4- 45X/ 46,XY

Dentro de los mosaicos sexuales que tienen una menor frecuencia en nuestra serie

encontramos el 45,X/46,XY en un caso (II-16). Se hallaron seis células monosémicas para
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el cromosoma X de 25 que fueron analizadas. El embarazo se interrumpio, el feto fue
normal en el analisis fisico. En los estudios de corroboracion del DPC la linea 45.X no se

observo en el analisis cromosdmico de la sangre y piel fetal.

3.3.25-47,XYY/46,XY

Un caso (II-17) con este tipo de mosaicismo es hallado en nuestro trabajo. Nacié un nifio
fenotipicamente normal, no se realizaron estudios de confirmacion citogenética.

La incidencia de esta aneuploidia sexual es de 1 en 1000 varones nacidos.

El caso 46,X,i(X)(q10)[8]/45, X[2]/ 46,XX[4] sera analizado en el capitulo de mosaicos de
aberraciones estructurales debido a que la linea con el isocromosoma del X es mas
frecuente en este mosaico. (Ver Caso III-6)

Discusion

El mosaicismo de las aneuploidias sexuales es considerado el mas frecuente en grandes
investigaciones de mosaicismo cromosémico en el DPC, en nuestro trabajo aparece con una
frecuencia del 37,5% (18/48), superior al 33,3 % (16/48) en que se vieron implicadas las
aneuploidias autosomicas. Resultados similares son reportados por Hsu y colaboradores
donde el porcentaje de mosaico de aneuploidias sexuales es del 47,7% versus 36,8% de
mosaicos de aneuploidias autosémicas. "

El mosaicismo 45,X/46,XX es el mosaico sexual mas cominmente hallado en el DPC por
cultivo de amniocitos, constituyendo alrededor del 40% de todos los casos de mosaicos
cromosOmicos sexuales y aproximadamente el 20% de todos los casos de mosaicos
cromosomicos. En nuestra serie existe una coincidencia con los reportes internacionales, el
mosaico de Turner constituy6 el 50% de los mosaicos sexuales (9/18), y el 18,7 % (9/48) de

todos los mosaicos hallados. 8% 8D
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En los casos II-1 y II-2 en los que el resultado del DPC no fue corroborado (solo se
realizaron estudios de sangre), queda la duda con respecto a la posibilidad de haber
encontrado la otra linea celular en tejidos de piel fetal, hecho que no es inusual en los
mosaicos cromosomicos. En ambos casos la posibilidad de un mosaicismo confinado a la
placenta no se puede descartar, aunque en uno de ellos (II-1), donde solo se hall6 la linea
45,X, existe la probabilidad de una contaminacién con células maternas durante el estudio
prenatal, debido a que en dicho analisis fue hallado un 67% de células 45,X y un 33% de
células normales (45,X[20]/46,XX][10]). El caso II-3, en el que no se corrobord el resultado
del DPC, ni en piel, ni en sangre fetal, pudiese constituir un pseudomosaico a pesar de
haber hallado la linea monosémica del X en diferentes frascos de cultivo. El hecho de que
la linea 45,X solo se hallase en dos ocasiones; pudiera sugerir el origen del
pseudomosaicismo debido a un error técnico (hipotonia o fijacién incorrectas), unido a un
conteo insuficiente de metafases (14 células), segin la guia de Hsu y Benn. ©

En este estudio solo un caso presentd alguna caracteristica fenotipica que pudiese estar
asociada al Sindrome de Turner, lo que representa un 11.1% (1/9) de incidencia de
malformaciones. Esta baja incidencia de malformados es frecuentemente observada, atn
cuando en un paciente solo existiese la linea 45,X, las principales caracteristicas del
Sindrome de Turner como la baja estatura y la disgenesia gonadal solo son evidentes en las
edades pre-adolescentes o adolescentes. " ® Hsu y colaboradores en 189 casos de
45,X/46,XX diagnosticados prenatalmente, encontraron que de 114 casos con informacion
acerca del fenotipo del producto, solo en 12 (10.5%) se reportaron algunas caracteristicas
que pudiesen estar asociadas al Sindrome de Turner. ©

El 20 % de todos los abortos espontaneos de causas cromosomicas se deben al Sindrome de

Turner (45,X), pero en los casos de mosaicos cromosémicos, y mas aun cuando la linea
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afectada estd presente con un bajo por ciento, la probabilidad de la culminacion del
embarazo es alta y el riesgo de presentar afecciones en la descendencia es bajo. " Las
caracteristicas fenotipicas de estas mujeres en la edad adulta son muy cercanas a la
normalidad y las principales afecciones estan restringidas al plano reproductivo
Robinson y colaboradores en un trabajo que retine el DPC de 30 casos con 45,X/46,XX,
reporta que el 93% de los padres opt6 por la continuacién del embarazo. ®” Esto contrasta
con nuestros resultados en los cuales de 10 casos de mosaicos de Sindrome Turner solo una
pareja decidid continuar la gestacion.

En una serie de 520 casos de aneuploidias sexuales diagnosticadas prenatalmente fueron
hallados 26 con 47,XXX/46,XX para un 5% de aparicion de este mosaicismo. ® En
nuestra muestra de 18 mosaicos sexuales es hallada en 4 ocasiones, para una ocurrencia del
22.2%. Hsu lo reporta con un 8,2% de incidencia (6/73).  Este tipo de mosaicismo en
nuestra serie supera la frecuencia de aparicion reportada por otros autores.

Como en el caso del mosaicismo 45,X/46,XX tampoco en este existe una significativa
afeccion del fenotipo, lo mas frecuentemente reportado para el 47,XXX/46,XX son algunos
problemas con el lenguaje, las habilidades motoras y las habilidades en el aprendizaje, ®”
sin embargo de los 4 casos hallados 3 son abortados. Seria conveniente investigar el por
qué de este alto indice de interrupciones en embarazos con tan bajo riesgo para el fenotipo
del individuo afectado. Los resultados obtenidos sugieren la posibilidad de causas atipicas
en nuestro medio que traen como consecuencia este alto porcentaje de decisiones adversas
para dichos embarazos.

El hallazgo del 47,XXY/46,XY en nuestra investigacion aparece con una frecuencia

ligeramente menor que lo reportado en la literatura en los casos de mosaicismo de los

cromosomas sexuales. Este mosaico es frecuentemente hallado en series de mosaicos
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sexuales y como es de esperar los riesgos para el desarrollo del futuro individuo son
menores con respecto a la linea pura. Hsu en 73 mosaicos de los cromosomas sexuales lo
halla en 13 casos para una frecuencia del 17,8%. © Worton lo reporta en cinco casos de 19
mosaicos sexuales para un 26,3% de incidencia.
En estos casos el grado de mosaicismo presente en los estudios de vellosidades coridnicas y
de células del liquido amniotico no refleja necesariamente el grado de afeccion fenotipica
del individuo. El fenotipo probablemente sera normal, siendo posible la fertilidad y los
riesgos para el desarrollo son menores comparados con los individuos que solo presentan la
linea pura, sin embargo predicciones precisas no pueden ser realizadas y una intervencion
temprana con suplementacion de testosterona podria ser necesaria.

Respecto al caso 45,X/46,XY, en que fueron halladas seis células con la linea 45,X en

diferentes frascos de cultivo, el hecho de no corroborar los resultados del DPC en los

estudios del material abortivo puede tener diversas explicaciones:

- se trata de un mosaicismo confinado a la placenta '*'"

- se trata de un caso de gemelo evanescente en el cual el que tenia el cariotipo 45,X
fallecié en estadios tempranos del embarazo, aunque sus células quedaron dentro del
saco amnidtico. “**

- Puede ser un mosaicismo criptico que aparece en muy baja proporcion en el

individuo, afectando solamente a un limitado niimero de tejidos. ¥

El mosaicismo 45,X/46,XY fue hallado en 17 ocasiones por Hsu , realizandose 13 estudios
de confirmacion citogenética en tejidos del material abortivo (12 casos) o el recién nacido
(un caso). La confirmacién del DPC se obtuvo en ocho casos, en cinco no se hallo la linea

monosémica. ©
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Segun plantea Robinson no existe una correlacion directa entre la proporcion de células
45X y el fenotipo en estos casos. *” Es aconsejable la realizacion de un ultrasonido
prenatal detallado de los genitales, de no encontrarse alteraciones, la probabilidad de un
fenotipo de varén normal es alta.

Respecto al mosaicismo cromosomico 47,XYY/46,XY, Worton lo reporta en cinco casos
de 19 mosaicos de aberraciones sexuales para una frecuencia del 26,3%. @ Sin embargo,
Hsu lo reporta en dos casos de 73 de mosaicos de los cromosomas sexuales para una
frecuencia en mosaicismo del 2,7%. ) En nuestra muestra tiene una ocurrencia del 5,5%
(1/18).

Los varones con este mosaiciSmo no se caracterizan por tener caracteristicas fenotipicas

anomalas, que justifiquen una interrupcion del embarazo.

3.3.3- Mosaicismo de aberraciones estructurales

De los 48 mosaicos cromosomicos detectados en nuestra investigacion, siete
correspondieron a mosaicos de aberraciones estructurales. Uno de ellos involucra a los
cromosomas sexuales y el resto a autosomas, para una frecuencia del 14,5 %. (Anexo 14)
Se detectaron dos casos de reordenamiento estructural balanceado: dos translocaciones, una
reciproca y la otra Robertsoniana. Se hallaron cinco casos de reordenamientos estructurales
desbalanceados, que correspondieron a tres deleciones terminales, un isocromosoma del X
y una trisomia 22 por translocaciéon Robertsoniana. Cuatro de los cinco casos fueron
abortados.

En dos de los casos de las deleciones terminales no se corroboro el resultado del DPC y en

uno no se realizaron estudios de corroboracion.
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3.3.3.1- Mosaico de aberracién estructural balanceada

Caso 111-1: 46, XX, t(13;18)(g21.2;912.1)/46 XX (Anexo 15)

Caso hallado de manera fortuita en una mujer con AEM. En el diagndstico prenatal la
translocacion reciproca es detectada entre los brazos largos de los cromosomas 13 y 18,
aparentemente balanceada. Fueron analizadas 20 células de dos frascos de cultivo
independientes y en todas aparece este hallazgo. El andlisis de los cariotipos de ambos
padres fue normal. Debido a ser un evento de novo, que aportaba cierto riesgo a la
descendencia, los padres deciden la interrupcion del embarazo. ™

En los estudios de corroboracion citogenética del resultado prenatal se observo que la
sangre fetal era completamente normal en 30 células analizadas. En el cultivo de piel fetal

es hallada idéntica aberracion a la reportada en el DPC, en 20 células analizadas. El examen

fisico fetal fue normal.

Caso 111-2: 45, XY, der (13; 22) (q10; g10) [5]/ 46, XY [10]

Caso que es remitido por AEM. En cinco células de frascos diferentes se detecta la
translocacion robertsoniana 13-22, en 10 células se detecta un cariotipo 46, XY. Los padres
deciden continuar el embarazo posterior al asesoramiento genético. Nace un varén que es
normal al examen fisico. En estudios de sangre del recién nacido es confirmado el resultado

del DPC. El nifio actualmente tiene cinco anos de edad y es normal.
3.3.3.2-Mosaico de aberracion estructural desbalanceada

Caso 111-3: 46, XY, del (7) (q31.1) [3]/46, XY [17]
Paciente que se realiza el DPC por AEM. Es hallada una delecion terminal del brazo largo
del cromosoma 7 a partir de la banda q31 (Anexo 16), en tres metafases de diferentes

frascos de cultivo. No se observaron malformaciones fetales por ultrasonido. La pareja
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decide la interrupcion del embarazo. En los estudios de confirmacién del resultado del DPC
realizados en sangre y piel fetal no aparece la delecion del cromosoma 7. El anélisis fisico

del feto fue normal.

Caso 111-4: 46, XY, del (21) (q22) [4]/46, XY [17]

Paciente remitida por AEM. De 21 metafases analizadas en cuatro se detecta una delecion
del cromosoma 21 a nivel de la banda q22. Se realiza una cordocentesis y se analizaron 100
células todas normales Los padres deciden la continuacion del embarazo. El analisis fisico

del recién nacido no muestra alteraciones fisicas.

Caso 111-5: 46, XY, del (18) (p11, 3) [5]/46, XY [15]

Paciente remitida desde otra provincia a nuestro laboratorio por AEM. En 5 metafases de
diferentes frascos de cultivo, aparece una delecion del brazo corto del cromosoma 18 a
nivel de la banda p11.3. El embarazo es interrumpido. En el examen fisico del feto no se

hallaron anomalias. No se realizaron estudios de corroboracion del DPC.

Caso 111-6: 46, X, i(X) (q10) [8]/45, X [2]/ 46, XX [4]

Un feto, con higroma quistico del cuello, present6d en el estudio prenatal estas tres lineas
celulares. En el estudio de corroboracion que se realizé en el material abortivo, el resultado
de la piel mostro las tres lineas celulares presentes en el DPC, en sangre solo son halladas
las lineas 45,X y 46,XX. En este caso se muestra la combinacion de una aberracién
numérica y una estructural, la monosomia del X y el isocromosoma de brazo largo de la X;
la combinacion de ambas produce Sindrome de Turner. El isocromosoma de brazo largo de
la X es el mas comln de los reordenamientos estructurales y esta presente en el 10-15 % de

los individuos con Sindrome de Turner.
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El higroma quistico es una malformacion que frecuentemente aparece asociada al Sindrome

de Turner.

El caso 46,XY,der(13;22)(q10;910)+22/46,XY a pesar de tener una translocacion
Robertsoniana, fue tratado en el capitulo de los mosaicos de aneuploidias autosoémicas para
agruparlo con los casos de trisomias del cromosoma 22.
Discusion
El hecho de que en 16 950 amniocentesis sean reportados solo siete casos de mosaicos de
aberraciones estructurales nos demuestra que es un evento muy infrecuente en el DPC, para
un 0,04%. Hsu y colaboradores describieron en 179 663 amniocentesis un total de 85
aberraciones estructurales en mosaicos (28 que involucraban a los cromosomas sexuales y
57 a los autosomas) para un 0,04%. ®* A su vez, Kleczkowka y colaboradores en 1990 en
una serie de 74 306 diagnosticos prenatales encontraron seis casos de mosaicos de
aberraciones estructurales balanceadas, ©* y Bui y colaboradores en 44 170 casos hallaron
siete pertenecientes a mosaicos de aberraciones estructurales lo que corresponde a un
0,01%. @
El mosaicismo de aberraciones estructurales al constituir un evento raro en el DPC debe ser
manejado con extremo cuidado, debido a que es una fuente de falsos positivos para este
diagnostico. Un gran ntimero de estas aberraciones son reportadas para los casos de
pseudomosaicos.
Los casos, que en nuestro trabajo, presentaron malformaciones fetales fueron desbalances
cromosoOmicos en los cuales la linea aberrada superaba el 50% de las células analizadas:

- 46, XY.,der (13; 22)(q10;q10)+22 ( 56.6%) vs 46,XY (43.3% )

- 45, X/46,X,1(X)(q10) (71,4%) vs 46,XX (28,5%). En este caso indudablemente
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la linea con monosomia del X contribuy6 al efecto fenotipico (higroma quistico)

presente en el feto.
Hsu y colaboradores plantean que de 85 casos con mosaicos de aberraciones estructurales,
hallados en su estudio, descartando aquellos mosaicos 46, 1 (20q)/46 que siempre dan
resultados fenotipicos normales y aquellos 47,+i(12p)/46 que siempre dan resultados
fenotipicos anormales, se observa que existe una sugerente correlacion entre el mayor
porcentaje de aparicion de la linea anormal y el fenotipo alterado. Los resultados del trabajo
de esta autora plantean una media del 60,5% de embarazos con fenotipo alterado cuando la
linea aberrada estaba presente en un 51% o mas con respecto a la linea normal. ©*
De los siete casos de mosaicos de aberraciones estructurales que reportamos solo en dos se
reportan malformaciones fetales para una frecuencia de las mismas del 28,5 %. Hsu y
colaboradores detectan una frecuencia de malformaciones del 40,4% (19/47) en los casos
de aberraciones estructurales presentes en su trabajo. Esta frecuencia relativamente baja de
malformaciones detectadas en casos en que la linea aberrada presenta un desbalance
(ejemplo: deleciones) no descarta la posibilidad de que caracteristicas como el retraso
mental u otras anomalias neuroldgicas se hagan evidentes en periodos mas tardios de la
vida. También se debe tener en cuenta que muchas de las dismorfias e incluso
malformaciones presentes en estos fetos no son detectables en periodos del desarrollo fetal
en que son interrumpidos estos embarazos o en neonatos. >
Los estudios de corroboracion del DPC nos muestran que el cultivo de fibroblastos es una
mejor eleccion para descartar el mosaicismo cromosémico de aberraciones estructurales
con respecto al cultivo de la sangre. De los tres casos en que fueron corroborados los

hallazgos del DPC, en dos (Caso III-1 y Caso III-6) hallamos la linea con la aberracion
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estructural solo en el cultivo de piel, estando ausente en el cultivo de la sangre. Semejantes
resultados fueron hallados por Hsu y colaboradores en su trabajo del 1996. %

El hallazgo de las 3 lineas celulares, 46,X,1(X)(q10)/45,X/46,XX, se reporta como uno de
los cariotipos menos probables que conducen al fenotipo del Sindrome de Turner. El
isocromosoma de brazo largo de la X es el mas comun de los reordenamientos estructurales
y esta presente en el 10-15 % de los individuos con Sindrome de Turner. El mosaico
45,X/46,XX se reporta en el 20 % de estos individuos afectados de este sindrome. En
cambio la combinacion de estas tres lineas celulares es infrecuente. En este caso la pérdida
del brazo corto de la X en dos de las lineas celulares acentua el desbalance cromosémico
que conduce a un fenotipo alterado a pesar de estar presente la linea normal. ¢

Hubo dos casos que no fueron confirmados los resultados del DPC en los estudios
realizados en la sangre y/o piel fetal, ambos fueron deleciones terminales de brazos largos
de los cromosomas 7 y 21. Ambos tuvieron la caracteristica que la linea aberrada aparecia
en baja proporcion, 15% para delecion del 7 y 19% para delecion del 21. En esta situacion
un mosaicismo confinado a tejido extraembrionario o un mosaicismo fetal en baja
proporcion serian las posibilidades mds comunes, lo cual hace imposible o dificil su
hallazgo en el tejido abortivo o del recién nacido. Una similitud se puede establecer con los
hallazgos de Hsu en una serie de mosaicos de aberraciones estructurales donde encuentra
10 deleciones terminales de las cuales puede confirmar en tejido fetal cinco de las ocho que

fueron estudiadas. ©*

Debemos tener en cuenta que en el caso con la delecion del 21q solo se utilizod la sangre
fetal para el estudio de corroboracion (mediante la cordocentesis) y que con frecuencia es

reportada la no aparicion de la linea con la aberracion estructural en dicho tejido.
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Actualmente a nivel mundial con estudios de citogenética molecular son detectados muchos
de estos mosaicos en baja proporcion en individuos que se sospecha una anomalia

cromosomica y su cariotipo es normal. ®*%

3.3.4- Mosaicismo de marcador cromosémico supernumerario

El término marcador cromosoémico supernumerario (MCS) ha sido definido para identificar

a cualquier cromosoma pequefio con un rearreglo estructural, que aparece extra a la linea

celular diploide normal, y en el cual su origen y composicion no puede ser definido por la
. Y. . (89)

citogenética convencional.

De los 48 casos de mosaicismo cromosdmico detectados, nueve implicaron a un MCS, lo

que representa una frecuencia del 18,7%. (Anexo 17)

A continuacion se describen los casos de MCS, clasificados de acuerdo a si fueron eventos

heredados o de novo

3.3.4.1- MCS que representan eventos de novo
De todos los casos donde se detecto MCS, se obtuvo informacion en siete de ellos. De

estos, el 71,4% constituyeron eventos de novo (5/7).

Caso IV-1: En este caso el MCS fue metacéntrico pequefio. Los estudios cromosdmicos en
sangre de ambos padres fueron normales, por lo que constituyé un MCS de novo. El
embarazo no continu6 como consecuencia de un aborto espontaneo a los cinco dias de

realizada la amniocentesis, siendo imposible el estudio del material abortivo.

Caso 1V-2: A este caso le fue diagnosticado un MCS metacéntrico. Al realizarle bandas C,
la zona centromérica mostré una gran porcion de heterocromatina. No fue hallado en el
analisis cromosomico de ambos padres. En consecuencia, les fue dado asesoramiento

genético y decidieron la interrupcion del embarazo ante el riesgo de constituir un evento de
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novo. El examen fisico del feto fue normal. (Anexo 18)

Caso 1V-3: Presentd un MCS metacéntrico de mayor tamafio que el anterior. Las bandas C
solo mostraron una zona heterocromatica centromérica. Al no detectarse en los padres se
concluy6 que es un evento de novo. Los padres decidieron no continuar el embarazo. El

reporte de anatomia no describié malformaciones fetales. (Anexo 19)

Caso 1V-4: En este caso fue hallado un MCS con estructuras parecidas a satélites. No esta
presente en los estudios cromosoémicos de ambos padres. Al ser de novo, la pareja decide la
interrupcion del embarazo. No se hallaron malformaciones en el examen fisico del material

abortivo. (Anexo 20)

Caso _1V-5: En este caso la paciente fue remitida por AEM y por presentar retardo del
crecimiento intrauterino asimétrico, detectado en la ecografia. En el DPC se diagnosticoé un
MCS con centromero de apariencia acrocéntrica. Segun el patron de bandas GTG y el
tamafio de este segmento, el marcador semeja un brazo corto del cromosoma 9 que ha
perdido todo el brazo largo a partir de la banda q11.1. La identificacién fue concluida con
los elementos que aporta la citogenética clasica, sin embargo la certeza en el diagndstico
solo es posible con las técnicas de citogenética molecular. (Anexo 21)

Este fragmento apareci6 en seis células de diferentes frascos de cultivo de las 20 que fueron
analizadas.

El embarazo fue interrumpido por decision de los padres, una vez que recibieron
asesoramiento genético. El andlisis anatomo-patologico del feto presentd: orejas
asimétricas, base ancha de la nariz, clinodactilia del 5 dedo, térax asimétrico, bajo peso.
Algunas de estas caracteristicas han sido descritas en el sindrome de trisomia 9p ©* %

aunque un diagnoéstico de certeza solo hubiese sido posible utilizando M-FISH, técnica no

-75 -



disponible en nuestro laboratorio. No se realizaron estudios de confirmacion del

diagnostico prenatal.

3.3.4.2- MCS heredados

Solo dos casos constituyeron MCS que provenian de uno de los padres.

Caso _1V-6: Este caso fue remitido por ansiedad materna. En el DPC se detectdé un
fragmento acéntrico, corroborado por bandas CBG, que estuvo presente en el 80% de las
metafases analizadas, y fue hallado en el estudio cromosdmico de sangre periférica de la
madre. Debido a la estabilidad de este marcador en las sucesivas divisiones celulares de la
madre y el feto y la aparente ausencia de heterocromatina pericentromérica, este hallazgo
nos sugiere la formacion de un neocentromero en este caso. “**> Los padres decidieron
continuar el embarazo. Al término, naci6 un nifio sin anomalias, que actualmente tiene

nueve afios y es normal. E1 DPC se corrobor6 en la sangre del nifio.

Caso _1V-7: La paciente fue estudiada por avanzada edad materna. En el DPC se
diagnosticé un MCS de forma metacéntrica que fue idéntico al que presentd el padre. La
pareja decidi6 continuar el embarazo. El DPC se corrobor6 en la sangre del nifio. El

desarrollo psico-motor fue normal y el seguimiento se hizo hasta los tres afios de edad.

3.3.4.3- Minuta de MCS

La minuta constituye el mas pequefio de los cromosomas marcadores y tiene forma puntual
o de fragmentos céntricos, siendo muy dificil de identificar ain con métodos de
citogenética molecular. 6)

Caso 1V-9: Este caso present6 cuatro lineas celulares en las cuales aparecieron marcadores

en forma de minutas cromosémicas acéntricas. Los estudios ultrasonograficos que fueron

realizados no detectaron malformaciones. En correspondencia con estos resultados, se le
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ofreci6 asesoramiento genético a la pareja, la que decidi6 continuar el embarazo y no
realizarse estudios cromosomicos en sangre periférica. Al finalizar la gestacion, nace un
nifio normal al examen fisico; actualmente tiene tres afios de edad y su desarrollo psico-
motor ha sido normal. (Anexos 22, 23, 24)

Discusion

Worton y colaboradores en un estudio de 12 386 amniocentesis detectaron nueve casos de
marcadores cromosémicos supernumerarios en 34 casos de mosaicos en el DPC para una
frecuencia del 26,4%.%) Hsu reporta siete casos de mosaicos de cromosomas marcadores en
52 mosaicos cromosomicos detectados en 22 000 amniocentesis para una frecuencia del
13,4%. La frecuencia del mosaico de MCS fue del 18,7 % (9/48) dentro de nuestros casos
de mosaicos cromosomicos, lo que se encuentra en el rango reportado internacionalmente.
Los datos de la literatura indican que los cromosomas marcadores de novo aparecen con
mayor frecuencia que aquellos que son heredados, lo que suele aumentar en la medida que
se incrementa la edad materna. Crolla y colaboradores reportaron que de 109 casos de
MCS, el 70% fue de novo, 19% de origen materno y un 11% de origen paterno. Huang en
110 casos de MCS tuvo que 79 (71,8%) fueron eventos de novo, 24 fueron heredados
(21,8%) y siete casos de origen indeterminado. ®°**” En nuestro muestreo el 71,4 %(5/7)
de los casos constituy6 eventos de novo, el 14,2% de los casos fue de origen materno (1/7)
e igual cifra de origen paterno.

Se debe tener en cuenta que el 35% de los MCS en el DPC provienen del cromosoma 15.
Ademas el 68% de los MCS provienen de cromosomas acrocéntricos (13, 21, 14, 15 y 22),
no presentindose trastornos fenotipicos en la mayoria de estos casos, seguin Huang y

colaboradores. ©”
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Cuando un cromosoma marcador de forma metacéntrica es identificado, existen grandes
posibilidades de que sea una duplicacion invertida de un segmento del cromosoma 15. En
el caso que el segmento incluya desde el centromero hasta qll existe bajo riesgo de
alteraciones fenotipicas en el portador del cromosoma supernumerario. No sucede asi
cuando este segmento duplicado e invertido incluye de la banda q12 en adelante. ©”°®

De los casos de mosaicismo de MCS de novo en nuestro muestreo existe una alta
probabilidad que tuvieran su origen en cromosomas acrocéntricos, solo en uno se detectd
malformaciones fetales. Los cromosomas metacéntricos de novo, en los cuales no fueron
halladas anomalias fetales probablemente tengan su origen en una duplicacion e inversion
del cromosoma 15. Es imposible ofertar un correcto diagndstico prenatal en los casos de
mosaicos de MCS sin las técnicas de citogenética molecular. Cuando en el DPC aparece un
MCS resulta de mucha utilidad un seguimiento por ecografia de alta resolucion y
comprobar el origen de este marcador por FISH para poder brindar un asesoramiento
genético certero.

No obstante no se puede desechar la posibilidad en el caso de un supernumerario
metacéntrico de que podria tratarse de un isocromosoma 18p. Brondum-Nielsen reportaron
10 casos de diagnostico prenatal en los que aparecioé un 47, i(18p) de novo, seis de ellos
fueron sin mosaicismo y cuatro fueron mosaico. ®® De estos, ocho fueron fenotipicamente
normales al interrumpirse el embarazo o nacer los nifios, lo cual no excluye la posibilidad
de un Sindrome 47,i (18p), ya que sus principales caracteristicas son el retardo mental y
otras anomalias neurologicas que solo se hacen evidentes en un periodo mas tardio de la
vida del nifio. *”

También en estos casos de cromosomas supernumerarios metacéntricos han sido reportados

47,1 (12p) asociado al sindrome Pallister-Killian, en forma de mosaico. '°"
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En el trabajo de nuestro laboratorio el criterio predominante ante la presencia de un
mosaico de MCS fue si este constituia un evento de novo o heredado, considerando que el
riesgo de una descendencia alterada cuando el marcador supernumerario es familiar es
minimo. Los datos disponibles en la literatura revisada asi lo confirman. Los casos con
marcador supernumerario de novo tienen un riesgo incrementado de descendencia con
anomalias congénitas. %7

Otros criterios que se tuvieron en cuenta fueron tamafio, presencia o no de heterocromatina,
satélites y determinacion del posible origen. El riesgo de afecciones fenotipicas en el feto
disminuye cuando tenemos un MCS con gran contenido de heterocromatina (ADN no
codificante). En ocasiones cuando el MCS esta bandeado se puede sospechar su origen por
el patron de bandas GTG de la citogenética convencional, pero esto es inusual. 1*?

En un caso de cromosoma marcador metacéntrico (Caso IV-2) hallado en nuestra muestra
con un fuerte componente heterocromatico (determinado por bandas CBG) que constituyo
un hallazgo de novo, no se pudo descartar la ausencia total de ADN eucromadtico. Este
hecho se convirtid en el factor determinante para inferir el riesgo de un fenotipo alterado en
dicho embarazo. Es un ejemplo de las limitaciones de la citogenética cldsica para
determinar el origen de un cromosoma marcador que en apariencia contenia ADN
heterocromatico.

En el caso que se presentaron varias lineas celulares con minutas de MCS y que la

ecografia fue normal, estd descrito en la literatura que existe un riesgo empirico menor o

igual al 5%. %
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3.4- Conclusiones del capitulo Mosaicismo Cromosomico.

1-

La frecuencia del mosaicismo cromosoémico, en el DPC por cultivo de amniocitos,
esta dentro de los rangos reportados internacionalmente.

La frecuencia de los cromosomas mas involucrados en mosaicos en nuestro estudio
coincide con los reportes internacionales exceptuando el mosaicismo de trisomia 22
que present6 una frecuencia elevada con respecto a otras series.

La expresion fenotipica depende en gran medida del cromosoma y tipo de
aberracion involucrado en la linea anomala del mosaico y de eventos que pueden
entorpecer el diagnostico de un mosaicismo real como el MCP.

El riesgo de encontrar malformaciones fetales generalmente es elevado cuanto
mayor sea el porcentaje de la linea aberrada, en los casos de aneuploidias
autosOmicas y aberraciones estructurales desbalanceadas. Esto no es valido para los
casos de aneuploidias de los cromosomas sexuales, y se cumple en menor medida

para los marcadores cromosdmicos y aberraciones estructurales balanceadas.
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Capitulo 4
PSEUDOMOSAICISMO
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4.1- Introduccion

Debido a las condiciones artificiales del cultivo donde deben desarrollarse las células del
liquido amniotico, en ocasiones se provocan errores en los mecanismos de control de la
mitosis, que conllevan a fendmenos de cambios en el complemento cromosdémico que
pueden manifestarse en forma clonal o no clonal y no reflejan el cariotipo real del feto
siendo fuente de casos falso-positivos "

En el pseudomosaicismo es elevada la frecuencia de aberraciones cromosOmicas
estructurales. Dos tercios de los pseudomosaicos de nivel I y tres quintos de los
pseudomosaicos de nivel II estan compuestos por dichas aberraciones.

Estan establecidos dos niveles de pseudomosaicismos (descritos en la revision

bibliografica).

4.2- Objetivos

1- Determinar la frecuencia del pseudomosaicismo de nivel I y II
2- Determinar los cromosomas mas involucrados en pseudomosaicismo en nuestro

estudio.

4.3- Pseudomosaicismo

La frecuencia total de pseudomosaicismo fue del 3.63% (616/16950), incluyendo ambos

niveles. (Anexos 25-30)

4.3.1- Nivel 1
Se detectaron 553 aberraciones cromosoOmicas involucradas en este nivel de

pseudomosaicismo para una frecuencia del 3,26% (553/ 16950). (Anexo 31)
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Existié un claro predominio de las aberraciones estructurales (351 células) con respecto a
las aberraciones numéricas (202 células).

Dentro de las aberraciones estructurales las mas frecuentemente halladas fueron las
deleciones, generalmente terminales y en orden decreciente encontramos los marcadores
cromosomicos supernumerarios, las translocaciones, material cromosomico adicional,

isocromosomas, inversiones y anillos.

4.3.2- Nivel 11

Se hallaron 63 casos con este nivel de pseudomosaicismo de los cuales 27 fueron
aberraciones estructurales y 31 aberraciones numéricas para una proporcion similar en
ambos tipos de anomalias y cinco casos con 46,XX/46,XY. (Anexo 32)

La frecuencia del pseudomosaicismo nivel II fue de 0,37% (63/16950).

Las aberraciones estructurales halladas fueron: translocaciones, deleciones, marcador

supernumerario, isocromosoma, material cromosémico adicional, inversiones y dicéntrico.

Respecto a las aberraciones numéricas las mas frecuentes fueron las trisomias autosomicas
(22 casos) y la monosomia del X (siete casos).
Se encontraron cinco casos 46,XX/46,XY de los cuales nacieron tres varones y dos

hembras.

4.3.3- Discusion

La literatura internacional tiene establecido un rango para el pseudomosaicismo del nivel I
entre 2,47- 7,10%. Los cuatro grandes estudios realizados a nivel mundial 39 también
reportan una mayor frecuencia de aberraciones estructurales con respecto a las numéricas
llegando en ocasiones a una proporcion 3:1. La frecuencia reportada en nuestra serie esta en

el rango establecido internacionalmente para el pseudomosaicismo de nivel I. Encontramos
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una mayor proporcion de aberraciones estructurales con respecto a las numéricas para este

nivel I de pseudomosaicismo, aunque las diferencias entre ambas no son tan

desproporcionadas como lo citado por otros autores. ©

Respecto al pseudomosaicismo de nivel II la frecuencia citada por otros autores esta en un

rango entre el 0.64%-1.1%. @® En nuestro trabajo esta por debajo de este intervalo. Dentro

de las posibles causas que pueden provocar este bajo reporte estan:

1- Algunos casos de nuestra serie que fueron calificados como mosaicos verdaderos
pudieran ser falsos positivos y en realidad constituyan pseudomosaicismos de nivel II o
mosaicos confinados a tejido extraembrionario. Aunque esta razén es infrecuente, la
posibilidad existe. Roberts y colaboradores reportaron en un caso la presencia de
trisomia 2 en todas las células de CVS analizadas, y el analisis de la amniocentesis
mostré un mosaico 47,XY,+2[8]/46,XY[8]. Los estudios de disomia uniparental en el
liquido amnidtico mostraron una herencia biparental normal. El embarazo desarrolld
oligohidramnios y retardo del crecimiento intrauterino; como resultado a las 26
semanas nace un nifio prematuro que fallece. En todos los tejidos fetales analizados se
observo la linea 46,XY, mientras que la linea con trisomia 2 se detectd inicamente en
placenta. '® Queda demostrado el mosaicismo confinado a la placenta. Por otra parte
Hsu © reporta 20 casos de mosaicos de sindrome Down en el DPC. En los estudios del
material abortivo no se logra confirmar la linea con trisomia 21 en dos casos a pesar de
estudiar varios tejidos (placenta, sangre y piel), ambos casos eran fisicamente normales.
Este resultado sugiere que ambos fueron falsos positivos, ain cuando la posibilidad de

un mosaico criptico no se puede descartar. *%
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2- Bajos reportes en las libretas de trabajo de los investigadores de las aberraciones
estructurales esporadicas, especialmente en el periodo 2003-2007. Se comprob6d que
existian unos indices muy bajos de compilacion de aberraciones estructurales cuando estas
estan restringidas a un frasco de cultivo. Estas fueron consideradas por los investigadores
como eventos in Vitro que no requerian ser registrados. No sucede lo mismo en el caso de
metafases aneuploides (45, 47 o 48 cromosomas) en que si fue reportado el cromosoma en
exceso o defecto. Este evento incidid en que la frecuencia de pseudomosaicismo de nivel 11
fuera baja; tal es asi, que de los afios 2003 al 2007 solo fue descrita una translocacién en

este nivel de pseudomosaicismo.

4.4- Cromosomas mas frecuentes en pseudomosaicismo

El cromosoma 2 es el que con mas frecuencia esta involucrado en el pseudomosaicismo
tanto de nivel I como Il y en orden decreciente le siguen los cromosomas 20, 17, X, 21, 12,
13, 18 y 22. La trisomia del cromosoma 2 aparece en un 11% de los casos de

pseudomosaicos y en orden decreciente encontramos involucrados al cromosoma 20

(9.1%), 17 (8,3%), X (8,1%), 21(8,0%), 12(7,5%), 13(6,9%),18(6,1%) y 22(5,5%).

4.4.1- Discusion

En todos los reportes con grandes volumenes de casos es el cromosoma 2 el mas implicado
en pseudomosaicismos de trisomias. ©® Se debe ser muy cuidadoso con este cromosoma
aun cuando aparece en un solo frasco de cultivo y por el hecho de ser el mas comun en los
pseudomosaicos, no debe menospreciarse su efecto cuando aparece en uno o varios frascos
de cultivo. Hsu y colaboradores en su trabajo de mosaicismos raros en DPC reporta un
altisimo riesgo de malformaciones (> 60%) en los casos que la trisomia 2 se descubra en

diferentes frascos de cultivo. ®® Ella propone en las modificaciones a su guia para el
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. . , . 56 rqe .
trabajo con los casos en que se sospeche mosaico cromosomico, °® el analisis de hasta 50
metafases de diferentes frascos de cultivo cuando es este cromosoma el implicado en
trisomias. Aun cuando el mosaico de trisomia 2 sea un MCP se pueden provocar serias
: o (28, 104)
afecciones que lleven al aborto o retardo del crecimiento fetal.
Los restantes cromosomas 20, 17, X, 21, 12, 13,18 y 22 también son reportados con

. 3-6
frecuencia por otros autores, ©®

excepto el cromosoma 12. Es muy probable que las
trisomias que involucran a estos cromosomas en pseudomosaicismos sean derivadas de la
placenta, de hecho los reportes de los datos de biopsia de vellosidades coridonicas nos
muestran que existen células trisomicas confinadas a la placenta, siendo los cromosomas
més frecuentemente hallados : 2, 3, 7, 8, 16, 9, 13, 15, 18,20 y 22 . 151D

El hallazgo del pseudomosaicismo de trisomia 12 entre los mas frecuentes en nuestro

muestreo es inusual y lo consideramos un evento fortuito.

4.5- Conclusiones del capitulo pseudomosaicismo

1- La frecuencia del pseudomosaicismo en nuestro estudio estd dentro del rango de
los reportes internacionales.
2- Los cromosomas madas involucrados en pseudomosaicismo coinciden con los

reportados en la literatura internacional.
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Capitulo 5

ESTRATEGIA PARA EL DIAGNOSTICO
PRENATAL DEL MOSAICISMO
CROMOSOMICO
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5.1- Introduccion

La labor de un citogenetista durante la realizaciéon de un diagndstico prenatal debe incluir
la deteccion del mosaicismo cromosomico, latente en el feto, mediante el examen de los
cariotipos provenientes de un conjunto de células cultivadas en diferentes frascos. En el
laboratorio debe ser establecida una estrategia que permita llevar a cabo un diagndstico del
mosaicismo con un alto grado de confiabilidad. A nivel internacional no existe en la
actualidad una estrategia absolutamente segura, debido a que eventos como el mosaicismo
confinado a tejido extraembrionario o los efectos de la impronta genémica son dificiles de

determinar durante el embarazo. *°

5.2- Objetivo
- Demostrar el aumento de la eficacia del DPC, una vez que es aplicada en el
laboratorio una estrategia para el diagnostico y manejo del mosaicismo

cromosdmico, mediante la comparacion de dos periodos de trabajo.

5.3- Estrategia para el diagnéstico y el manejo del mosaicismo
cromosomico en el laboratorio de citogenética del CNGM en el periodo
2003-2007.

Tomando como base la experiencia acumulada en este estudio de 16 950 DPC y la
literatura internacional fue establecida una estrategia, adaptada a las condiciones de nuestro
laboratorio, para un diagndstico mas certero del mosaicismo cromosémico y su correcto
manejo. La estrategia consiste:

1°°- Ante el hallazgo de una célula o linea celular con un complemento cromosémico

diferente al normal se aplica la guia de Hsu y Benn, que ayuda a agilizar la labor en el
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laboratorio, definiendo tres niveles de trabajo de acuerdo al tipo de aberraciéon y
cromosoma involucrado en la linea anomala. °® (Anexo 2)

2% Aplicacion de los criterios de Boué acerca de los diferentes niveles técnicamente

establecidos para el diagnostico del pseudomosaicismo Iy IT o el mosaicismo. *”

3°"°- Diagnéstico del mosaicismo cromosémico: cuando la linea aberrada aparece en
diferentes frascos de cultivo. La informacién diagnostica es comunicada al especialista en

genética.

- 3*°(a)- En caso de tratarse de un mosaicismo de cromosoma marcador, se cita a los
padres para corroborar si es un suceso heredado o de novo, el riesgo es mas elevado en los

eventos de novo.

4%- Diagnostico del pseudomosaicismo:
Cuando la célula o linea andmala aparece restringida a un solo frasco de cultivo, después
de concluir el conteo de metafases estipulado en la guia de Hsu y Benn. En este caso el

evento es anotado en los registros del laboratorio, pero nunca informado a la pareja.

5.3.1-¢,Qué hacer cuando el conteo de metafases es insuficiente?

La realizacion del DPC en nuestro laboratorio, no ha tenido las condiciones objetivas
ideales para su realizacion. Tenemos que, en ocasiones, se trabaja con medios de cultivos
no idoéneos para el crecimiento de las células amnidticas, se carece de frascos de cultivo
suficientes para sembrar cuatro frascos por pacientes como estd establecido y que los
reactivos al ser transportados a grandes distancias no conservan su mejor calidad. Esto
provoca que en algunos casos el conteo celular sea insuficiente para cumplir con los

requerimientos de la guia de Hsu y Benn, o que solo se pueda hacer el andlisis citogenético
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en un frasco de cultivo, no existiendo el adecuado crecimiento celular en los restantes
frascos. Como resultado es imposible establecer un diagnostico certero entre mosaicismo o
pseudomosaicismo.

En estos casos la estrategia debe tomar un cardcter multidisciplinario, interviniendo
citogenetistas, genetistas clinicos, obstetras y especialistas en ecografia. Con el objetivo de
ampliar el numero de metafases analizadas se utilizé la cordocentesis, que ademas nos
permite el analisis citogenético en otro tejido fetal. La limitante es que el cultivo de los
linfocitos de la sangre fetal, es de utilidad unicamente en los casos de aneuploidias de los
cromosomas 21, 18, 13, 9, 8 @**¥ y X (la utilidad del uso del cultivo de sangre fetal para
descartar aneuploidias del X es propuesta por el autor). Cuando en la linea anomala estén
implicadas aneuploidias de otros cromosomas, aberraciones estructurales o MCS el
resultado del andlisis de la sangre fetal puede dar una falsa expectativa de seguridad, al no
encontrarse la linea aberrada en este tejido, evento usual en estos casos.

Cuando la linea aberrada no puede ser confirmada mediante la cordocentesis, debemos
tener en cuenta para la estimacion del riesgo de un mosaico diversos factores, como: el
motivo de indicacion del estudio prenatal, el tipo de aberracion y/o cromosoma involucrado
en la linea aberrada, el por ciento de la linea aberrada y la sospecha de malformaciones por
ecografia de alta resolucion.

En los casos que producto de un diagndstico de mosaicismo o la estimacién de un alto
riesgo de mosaicismo, la pareja decida la interrupcion del embarazo, el diagnostico debe ser
confirmado en el material abortivo utilizando muestras de tejido de sangre, piel (de

diferentes regiones del cuerpo) y placenta.
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La aplicacion de dicha estrategia ha redundado en la eliminacion de casos falsos positivos
como veremos mas adelante. Para una mejor comprension y demostrar el éxito de la misma

comparamos dos periodos de trabajo de nuestro laboratorio.

Resulta necesario explicar la evolucion gradual del conocimiento sobre el tema del
diagnéstico del mosaicismo en nuestro laboratorio, para que se comprenda el por qué de la

eleccion de los periodos 1984-1998 y 2003-2007.

5.3.2- Evolucidn en la exigencia de la aplicacion de los criterios cientifico-
técnicos para el manejo del mosaicismo en el laboratorio de citogenética
del CNGM.

5.3.2.1- Periodo 1984-1998
En el laboratorio de citogenética del CNGM el diagndstico del mosaicismo cromosdémico
en DPC por cultivo de amniocitos era concluido ante el hallazgo de una célula o linea

aberrada que diferia de la linea normal. No se aplicaban los criterios de Bou¢ 7

para la
definicion de los diferentes tipos de pseudomosaicismos y el mosaicismo. Tampoco se
tenia conocimiento de la guia de Hsu y colaboradores °® para optimizar el trabajo en el
laboratorio cuando existia la sospecha de un mosaicismo cromosomico prenatal. Todo esto
generaba errores diagnosticos que en muchas ocasiones llevo a un asesoramiento genético
incorrecto.

5.3.2.2- Periodo 1999-2002

. .. , (27
Eran conocidos los criterios de Boué @7

para la clasificacion de los diferentes tipos de
pseudomosaicos y el mosaicismo, se aplicaba la guia de Hsu y Benn ©®® para el examen de

un caso con incertidumbre diagnostica respecto al mosaicismo, pero esta estrategia no era

llevada a cabo homogéneamente por todos los investigadores del laboratorio. En este
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periodo ademas algunos casos con diagnoéstico de pseudomosaicismo le fueron informados
a las parejas lo cual conllevd a incorrecta toma de decisiones con la continuacion del
embarazo. El autor considera que esta etapa es de transicion en el trabajo del laboratorio, en
el cual gradualmente se fueron generalizando los conocimientos en el diagnoéstico y manejo

del mosaicismo cromosomico en DPC.

5.3.2.3- Periodo 2003-2007
Existe en el laboratorio una estrategia bien definida y generalizada para el diagndstico del
mosaicismo cromosomico en DPC, aplicandose los criterios de Boué, *” la guia

(56)

modificada de Hsu y Benn y se tomd la decisién de notificar en los registros del

laboratorio los casos de pseudomosaicos pero nunca informarlo a los pacientes.

5.4- Resultados

Con la finalidad de demostrar la hipotesis de trabajo de esta tesis se tomaron para la
comparacion del trabajo del laboratorio dos periodos de labor comprendidos entre 1984-

1998 y 2003-2007.

5.4.1- Periodo 1984-1998

Tomando como referencia un articulo publicado en 1999 por nuestro laboratorio
(RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO PRENATAL CITOGENETICO EN LAS
PROVINCIAS OCCIDENTALES DE CUBA, 1984 - 1998. Revista Cubana de Genética
Humana Volumen 1, Numero 3. 1999. Anexo 36) % quisiera ilustrar como era
interpretado y manejado el mosaicismo cromosémico en el DPC por cultivo de amniocitos,
en este periodo.

En el referido trabajo se presenta una muestra de 4884 amniocentesis, hallandose 24 casos

de mosaicos cromosémicos, para una frecuencia del mosaicismo del 0,49%. Fueron
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reportados cinco casos de mosaicos de aberraciones estructurales, siendo la frecuencia de

este mosaicismo del 0,1% (5/4884).

Los casos de aberraciones estructurales reportadas como mosaicos fueron los siguientes (se

108,

ha respetado la nomenclatura utilizada) :

46,XX, t(X;14)/46,XX: Este caso es el LA-179-1998, en ¢l aparecen 3 metafases
con esta translocacion pero restringidas a un frasco de cultivo. En el otro frasco
todas las metafases son normales. Es un pseudomosaicismo nivel II.

46,XY, t(39;7q)/46,XY: Este es el caso LA-362-1998; aparece esta translocacion en
dos metafases de un frasco de cultivo. Los otros dos frascos de cultivo analizados
son normales. Constituye un pseudomosaico nivel II.

46,XX,del(8p)/46,XX: Este es el caso LA-316-1998; se observa una metafase con
un 8p- y 34 metafases normales. Se cita a la paciente para un ultrasonido evolutivo.
Es un pseudomosaico nivel 1.

46,XX, t(9;17)/46,XX: Este es el caso LA- 273-1989; se observa una metafase con
una translocacion entre los cromosomas 9 y 17. Las restantes 18 metafases fueron
normales, 46,XX. Constituye un pseudomosaicismo nivel I.
46,X,1(X)(q10)/45,X/46,XX: Este es el caso LA- 469-1989; las tres lineas celulares

se encontraron en diferentes frascos de cultivo. Constituye un mosaico verdadero.

En todos estos casos los embarazos fueron interrumpidos, segun describe esta

publicacion vy cito “... Durante el periodo que se analiza, se realizaron un total de 175

interrupciones de embarazo a solicitud de las parejas por las siguientes causas...13

reordenamiento estructurales no balanceados y 33 mosaicos

» 1% (incluye los 24

mosaicos de liquido amnio6tico y nueve mosaicos de vellosidades corionicas)
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5.4.2- Periodo 2003 -2007

En estos afios se hicieron 6274 DPC, excluyendo los casos sin resultados o de conteo
celular insuficiente (menor de 14 metafases analizadas), y se hallaron 13 mosaicos
cromosomicos. Esto permitid obtener un indice de mosaicismo cromosdémico en cultivo de
amniocitos del 0.20% (13/6274).

En este periodo fueron hallados 3 casos de mosaicismo de aberraciones estructurales lo que

representa un 0,04% (3/6274).

5.5- Discusion

En el trabajo publicado por nuestro laboratorio en 1999 “% la frecuencia de mosaicos de
aberraciones estructurales fue del 0,1% (5/4884). En reportes internacionales la frecuencia
de este mosaicismo varia en un rango entre 0,02%-0,04%. (3. 33.39 Egto demuestra un
aumento de los casos falso-positivos en este periodo a expensas de este tipo de mosaicismo.
Como se describe en el acapite de resultados en la etapa 1984-1998 se tomaron muchos
casos de pseudomosaicos como mosaicos reales, debido a la incorrecta clasificacion del
mosaicismo cromosomico en el DPC. Debemos tener en cuenta la alta incidencia del
“mosaico” de aberraciones estructurales reportado (el unico caso de mosaico de aberracién
estructural fue el 45X/46,X,i(X)(q10)/46,XX), unido al hecho que el caso
47,XY,+14/46,XY (este es el caso LA-332-1994, donde la trisomia 14 aparece en dos
ocasiones, pero restringida a un frasco de cultivo) también constituye un pseudomosaicismo
de nivel II y fue reportado como un mosaico real. Si de este muestreo fuesen eliminados
estos 5 casos, que realmente eran pseudomosaicos, la frecuencia de mosaicismo
descenderia a 0,3% (19/4884) y estaria dentro de los pardmetros reportados

internacionalmente. (Anexo 33)
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En el periodo 2003-2007, con la introduccion de una estrategia para el DPC del mosaicismo
y el pseudomosaicismo cromosdmico, se logré reducir considerablemente la frecuencia de
casos diagnosticados con mosaicismo a un 0,20%, cifra muy por debajo de lo reportado en
el trabajo de 1999 (0,49%), que entra dentro del rango establecido internacionalmente.

En esta segunda etapa solo fueron diagnosticados tres casos de mosaicos de aberraciones
estructurales para una frecuencia del 0,04%( 3/6274), coincidente con el rango reportado en
grandes muestreos internacionales. @ > ? Las aberraciones estructurales son esencialmente
las que mas aportan al pseudomosaicismo cromoséomico en el DPC, siendo una fuente
potencial de falsos positivos en este diagnostico, por lo cual deben ser tratadas con extrema
cautela.

Estos resultados del periodo 2003-2007 son un indice de mayor calidad en el DPC; nos esta
indicando una disminucion de casos falsos positivos que llevaban a ofrecer un diagnéstico
errado y por consiguiente un asesoramiento genético incorrecto. De todos los casos que
fueron diagnosticados como pseudomosaicos no existié alguno que tuviese alguna anomalia
al nacimiento, imputable a la aberracion cromosomica involucrada en el
pseudomosaicismo.

El mayor logro del periodo de trabajo 2003-2007 fue que ninguno de los 12 casos de
pseudomosaicismo tipo II (potencialmente con mas riesgo de ser dado como un falso
positivo de mosaico) les fue informado a los padres en el asesoramiento genético, y por
tanto se evito incertidumbre en la pareja acerca de si continuaba o no su gestacion. Con esto
se evitd el aborto terapéutico de niflos cromosOémicamente normales, como quedd
evidenciado en la publicacion de nuestro laboratorio de 1999 en que todos los casos de
mosaicos se interrumpieron, existiendo cinco de ellos que en realidad fueron

pseudomosaicos.
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Actualmente, los casos con pseudomosaicismo tipo I y II son evaluados cuidadosamente en
el laboratorio, siguiendo las normas establecidas para el efecto; una vez que se concluye el
diagnostico de pseudomosaicismo, este resultado queda en los libros de registros del
laboratorio, pero no se le da a conocer a la pareja, por considerarse innecesario y fuente de

confusion y ansiedad para la misma.

5.6- Conclusiones del capitulo

1- - La implementacion de una correcta estrategia para el diagnostico y manejo del

mosaicismo cromosomico contribuye a la eliminacion de casos falsos positivos.
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CONCLUSIONES DE LA TESIS
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CONCLUSIONES DE LA TESIS

Las conclusiones finales de la tesis son las siguientes:

1-

Las frecuencias del mosaicismo cromosdmico y el pseudomosaicismo, en el DPC por
cultivo de amniocitos, en el Laboratorio de Citogenética del CNGM en el periodo

comprendido desde 1984-2007 estan en los rangos reportados internacionalmente.

La correspondencia entre la expresion fenotipica y el resultado del diagnostico prenatal
emitido como mosaicismo es similar a los reportes de la literatura internacional que
oscila en un rango entre el 60 al 74%. No siempre existe coincidencia entre el cariotipo
diagnosticado prenatalmente y el resultado final del embarazo, constituyendo esto una

de las limitaciones de dicho diagnostico.

Las frecuencias de los cromosomas mas implicados en mosaicos cromosomicos
coinciden con los reportes internacionales, excepto para el cromosoma 22, que es
considerado por otros autores como un mosaicismo raro y en este estudio tuvo una alta
frecuencia. Las frecuencias de los cromosomas mas involucrados en pseudomosaicismo

fueron similares en sentido general a los reportes internacionales.

La estrategia enunciada en este trabajo para el diagnostico prenatal del mosaicismo y el
pseudomosaicismo, aun cuando no es perfecta, contribuye a la disminuciéon de casos
falsos positivos en el DPC y brinda una herramienta para de manera multidisciplinaria

lograr un diagnostico mas certero en los casos de conteo insuficiente de metafases.
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1-

RECOMENDACIONES

El diagnoéstico y manejo correcto del mosaicismo y pseudomosaicismo
cromosomico en el DPC debe ser extendido a todos los laboratorios de citogenética
del pais, lo cual redundara en un aumento de la eficiencia de dichos laboratorios.
Las técnicas de citogenética molecular deben ser aplicadas para el diagnostico del
mosaicismo cromosomico en células en interfase, evitando una prueba invasiva
como la cordocentesis, en aquellos casos de sospecha de mosaicismo cromosomico
de aneuploidias.

Las técnicas de citogenética molecular deben ser aplicadas para el diagnostico del

mosaicismo cromosomico de cromosomas marcadores.
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ANEXOS



Anexo 1.Estudios del mosaicismo y pseudomosaicismo en DPC en EEUU, Europa y Canada.

Estudios de seguimiento

Mosaicos (%0) PSQUdO
mosaicos
(%) . . .
Estudios de confirmacion del
. #de . Mosaicos Diagnéstico Prenatal.
Estudios €asos Pseudomo_sawos % alteraciones fisicas Realizados en recién nacidos o
(Alteraciones
P material abortivo.
fenotipicas halladas) halladas_ gcorde a Ia} .
Cromosomas Cromosomas aberracion cromosdmica)
involucrados involucrados
025% 3,25% ElI DPC se confirmé en :
11 casos con defectos 37,8% de los autosomas
Hsu et al al nacimiento 17,6% de cromosomas 86,8% para cromosomas sexuales
(1984) 62279 aparentemente no marcadores 52,3% para autosomas
relacionadas con la 10,5% cromosomas 81,3% para cromosomas marcadores
anomalia cromosémica sexuales
70 % de confirmacion en general
X, 21,20,9,8,18, 13 2.7.X9.17v 20 ’ ’
Se observaron 7 casos
con defectos al EI DPC se confirmé en :
9 8,29 T
0,30% ’ nacimiento. Solo una 33,3% de los autosomas
Worton y hidronefrosis 12,5% de los cromosomas 55.5% para cromosomas sexuales
12386 unilateral pudiese marcadores 22,2% para autosomas
Stern (1984) estar relacionada al 11.1% de los cromosomas 37,5% para cromosomas marcadores
X,8,13,18,20.21 272021.X8 mosaico de trisomia sexuales
o 20, reportado en varias 60% de confirmacion en general
células de un frasco.
o 3.48% EI DPC se confirméen :
0.10% 3 casor?acc(;nm?eer:‘sgtos al 41.6% de los autosomas
. 20% de los cromosomas 84,6% de los cromosomas sexuales
Bui etal aparentemente no o
44170 . marcadores 44.4% de los autosomas
(1984) relacionadas con la o o
anomalia cromosémica 13% de los cromosomas 88.8% de cromosomas marcadores
X,18,20,21,Y,2 2,20,21,X,1 sexuales

implicada.

74% de confirmacion en general




Anexo 2

Guia para el Diagnostico del Mosaicismo en Amniocitos segun Hsu y
Benn, plantea tres niveles de trabajo a seguir:

Trabajo extensivo
Se recomienda el conteo de 50 metafases, 10 del frasco donde aparece la linea aberrada y
las otras 40 distribuidas entre 2 frascos diferentes a este primero, en los casos de:
- Lineas celulares con trisomias autosémicas de los cromosomas 21, 18, 13, 8, 9,
12, 14, 15, 20, 22, 2, 16, 5 (si aparecen en una o varias células),
- En los casos de reordenamientos estructurales desbalanceados (si aparece en
multiples células)
- En los casos de marcadores cromosoémicos supernumerarios (en mualtiples células)
Trabajo moderado
Se recomienda el conteo de 30 metafases, 10 del frasco donde aparece la linea aberrada y

las otras 20 distribuidas entre los otros 2 frascos de cultivo en los casos de:

Lineas celulares con trisomias autosémicas de los cromosomas 1, 3,4 ,6, 7, 10, 11,
17 0 19 (si aparece en una o varias células)

- Enlos casos de cromosomas sexuales extras (en una o varias células)

- Enlos casos de 45,X (en multiples células)

- En los casos con otros tipos de monosomias (en maltiples células)

- Cromosoma marcador supernumerario (en una célula)

- En casos de aberraciones estructurales balanceadas (en multiples células)



Trabajo estandar
Se analizaran 20 metafases en aquellos casos que aparezcan:
- 45X enunacélula
- Reordenamiento estructural desbalanceado (en una célula)

- Reordenamiento estructural balanceado (en una célula)



Anexo 5 - CASOS DE MOSAICISMO CROMOSOMICO

FENOTIPO RESULTADO EMBARAZQ CONFIRMACION DEL CARIOTIPO
TIPO DE ABERRACION No. CASOS NORMAL | ANORMAL| SIN INFORMACION NACIDO VIVO | ABORTAD( Sl NO NO ESTUDIADO
47 +21/ 46 6 3 3 6 3*
47,+18/46 2 2 2 1 1
47,+13/46 2 2 2 1 1
47,+20/46 2 2 1 1 2
47,+22/46 2 1 1 2 1 1
47 +9/46 1 1 1 1
45 X/46,XX 9 6 2 1 1 7 1 3** 4
47 XXXI46,XX 4 4 1 3 1 3
47 XXY146,XY 2 2 2 1 1
45 X/46,XY 1 1 1 1
47 XYY/46,XY 1 1 1 1
46,X, i(X)(q10)/ 45,X/ 46,XX 1 1 1 1
46,XY, del( 7)(g 31) /46,XY 1 1 1 1
46,XX, 1(13;18)(q21.2;9q12.1)/46,XX 1 1 1 1
45,XY,der(13;22)(q10;910)/46,XY 1 1 1 1
46,XY,der(13;22)(q10;910),+22/46,XY 1 1 1 1
46,XY,del(18)(p11,3)/46,XY 1 1 1 1
46,XY,del(21)(g22)/46,XY 1 1 1 1
47,+marc/46 8 6 1 1 2 5 2 5
47 XY+mar/48,XY+2mar/49,XY+3mar/46,XY 1 1 1 1

* con el estudio fenotipico se considero suficiente
** se estudié sangre en 2 casos y piel y sangre en 1




ANEXO 6. Anomalias fenotipicas halladas en los diferentes tipos de mosaicos.

Tipo de mosaico | Casos | Gastrointestinal | Extremidades | Cardiovascular | CIUR | Rifibny vias urinarias | Craneo facial Otras
1-1 X X - - - X -
47+21/46
1-2 - X - - - X -
1-9 - X X - - X -
47+18/46
1-10 - - - X - X -
1-11 - X - X - X -
47+13/46
|_12 * * * * * * *
1-13 - X X - - X -
Mosaico de
trisomia 22
1-14 - X X - - X -
47+9/46 1-16 X - X - X X X
45,X/46 -1 - - - X - - -
46,X,i(X)/45,X/ 46,XX I111-6 - - - - - - X
46+mar/46 1V-5 - X - X - X X

* el feto presentd anomalias compatibles con la presencia de la linea aberrada, pero fue imposible el analisis del material abortivo.




Anexo 7- Mosaicismo de aneuploidias autosomicas.

% de la # de células Ii b d Examen fisico del
Caso Cariotipo linea £ CeLlas INEA abeITada | 1 sterial abortivo o del
# de células linea normal ., .
aberrada recién nacido
I-1 47 XX, +21/46,XX 45.4% 5/6 Anormal
1-2 47, XX,+21/46,XX 52.9% 9/8 Anormal
1-3 47, XY ,+21/46, XY 8,1 % 3/37 ?
1-4 47 XX,+21/46, XY 85.7% 18/3 ?
I-5 47, XY ,+21/46, XY 7,5% 3/40 Anormal?
1-6 47 XY ,+21/46, XY 52.9% 9/8 ?
-7 47, XX,+20/46,XX 12.9% 4127 Normal
1-8 47 XY ,+20/46,XY 4.0% 2/48 Normal (recién nacido)
1-9 47, XX,+18/46,XX 76.4% 13/4 Anormal
I-10 47,XY,+18/46,XY 50% 10/10 Anormal
I-11 47, XY ,+13/46, XY 31,2% 5/11 Anormal
I-12 47, XX,+13/46,XX 37.5% 6/10 Anormal ?
I-13 47, XY ,+22/46, XY 6.6% 2/28 Anormal
I-14 46,XY ,der(13;22)+22/46,XY 56.6% 17/13 Anormal
I-15 47, XY ,+22/46, XY 4.6% 3/62 Normal
1-16 47 XX, +9/46,XX 70% 713 Anormal




Anexo 8. Caso |-5. Linea con trisomia del par 21 en feto varén.
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Anexo 9. Caso |-4. Linea con trisomia del par 21 en feto hembra.
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Anexo 10. Caso I-14. Linea con der(13;22)(q10,q10) +22
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Anexo 11 . Caso I-16. Linea con trisomia 9




Anexo 12 - Mosaicismo de aneuploidias sexuales.

% de la linea # de células linea aberrada
Caso Cariotipo aberradaen # % de células linea normal Analisis Fisico del material abortivo o recién nacido
total de células
-1 45,X/46,XX 66.6% 20/10 Afectado (retardo del crecimiento intrauterino)
-2 45,X/46,XX 15.1% 5/28 Afectado (paladar hendido)
11-3 45,X/46,XX 12.5% 2/14 Normal
-4 45,X/46,XX 25% 3/9 Normal
11-5 45,X/46,XX 19% 4/17 Normal
11-6 45,X/46,XX 15% 3/17 Normal
-7 45,X/46,XX 15% 4/22 Normal (recién nacido)
11-8 | 45,X/46,XX 7.5% 3/37 Obito fetal
11-9 45,X/46,XX 22.2% 6/21 Sin informacion
11-10 | 47 XXX/46,XX 17,6% 3/14 Normal
I1-11 | 47 XXX/46,XX 10,5% 4/34 Normal
11-12 | 47 XXX/46,XX 14,2% 3/18 Normal
11-13 | 47, XXX/46,XX 30.4% 7/16 Normal (recién nacido)
I1-14 | 47 XXY/46,XY 30% 3/7 Normal
11-15 | 47, XXY/46,XY 26.6% 4/11 Normal
11-16 45,X/46,XY 24% 6/19 Normal
11-17 | 47, XYY/46,XY 35,7% 5/9 Normal (recién nacido)




X500

(l “ )l

4w K

(BB

I | T
19 20 21
Anexo 13. Caso II-12. Linea con

o

Mo
22

XY
I cromosoma X




Anexo 14. Mosaicismo de aberraciones estructurales.

Caso Cariotino %I)ir?:ala # de células linea aberrada Examen fisico del material abortivo
P # de células linea normal 0 recién nacido
aberrada
-1 | 46, XX, t(13;18)(q21.2;q12.1)/ 46 XX 57.1% 20(DPC)+20(piel)/30(sangre) Normal
I11-2 | 45, XY, der (13;22)(q10;q10)/ 46,XY 33.3% 5/10 Normal (recién nacido)
-3 46,XY,del(7)(q31)/46,XY 14.2% 3/18 Normal
-4 46,XY ,del (21) (922)/46,XY 19% 4/17 Normal (recién nacido)
I11-5 | 46, XY, del (18)(p11,3)[5]/46,XY[15] 25% 5/15 Normal
111-6 46,X,i(X)(q10)/45, X/ 46,XX[4] * 66.6% 8/4 Anormal
I-14** 46,XY ,der(13;22)+22/46,XY 56,6% 17/13 Anormal

* La linea 46,X,i(X)(q10) es hallada en el DPC y la piel fetal. No es hallada en sangre fetal.

** E| caso 1-14 es analizado en la seccién de mosaicos de aneuploidias autosémicas.
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Anexo 15. Caso I11-1- Linea cromosémica con t (13;18)(g21.2;q12.1),
presente en todas las células del DPC, pero ausente en los estudios de

corroboracion realizados en sangre fetal.
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Anexo 16. Caso III-3.Linea con del (7)(q31.2)




Anexo 17 - Mosaicismo de marcador cromosomico supernumerario

Estructura # de células linea aberrada Origen Analisis isico del
Caso Cariotipo del marcador | # de células linea normal parental materl_gl abor_tlvo 0
0 de novo recién nacido
Caso V-1 47, XX, + mar / 46,XX M;?;SQ;:;CO 3127 De novo Aborto espontaneo
Metacéntrico
) pequefio con
Caso V-2 47, XX, + mar / 46,XX abundante 9/16 De novo Feto normal
heterocromatina
Metacéntrico
) pequefio con
Caso IV-3 47,XY ,+ mar/46,XY heterocromatina 4/11 De novo Feto normal
centromérica
Estructura
acrocéntrica
Caso IV-4 47,XY,+ mar/46,XY pequefia con 4/22 De novo Feto normal
satélites
Caso IV-5 47, XX, +mar/ 46,XX del (9)(q11.1)? 6/14 De novo Feto anormal
Caso V-6 47,XY,+ mar/46,XY F;sgr:?r?go 59/241 Origen materno | Recién nacido normal
Caso IV-7 47, XX, + mar / 46,XX M;?;SQ%ECO 13/37 Origen paterno | Recién nacido normal
Fragmento
Caso IV-8 47, XY, +mar/ 46,XY pequefio 2/49 J? o?
acrocéntrico
Minutas
Caso V-9 47,XY ,+mar/48, XY +2mar/49, XY + cromosomicas 14/10/4/4 i? Recién nacido normal

3mar/46,XY

acéntricas
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Anexo 18. Caso IV-2. Linea con cromosoma marcador .
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Anexo 19. Caso IV-3. Linea con cromosoma marcador
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Anexo 20. Caso IV-4. Marcador acrocéntrico con satélites
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Anexo 22. Caso IV-9. Linea con una minuta cromosomica.
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Anexo 23. Caso IV-9. Linea con dos minutas cromosomicas
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Anexo 24. Caso IV-9. Linea con tres minutas cromosomicas
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Anexo 25. Pseudomosaicismo.Célula con trisomia 15
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Anexo 26. Pseudomosaicismo. Celula con anillo del cromosoma 15 y del (Sp).
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Anexo 27. Pseudomosaico. Célula con trisomia 12

-
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Anexo 28. Pseudomosaicismo.Célula con t(12;20)(q13.1;q13.3)
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Anexo 29. Pseudomosaicismo. LLinea con trisomia 2.



HEL L Hie e

REDE 3344 Bhie BB Mapg viet mals
BAOD EBAO BAAE s0ak Aous adas

TIL Ml! boob ANRA ,|“

Anexo 30. Ejemplo de pseudomosaicismo. Poliploidia 4n.



Anexo 31 - Pseudomosaicismo de nivel |

Tipos de anomalias
Estructural
1- Balanceada
a) Translocacion reciproca
c) Inversiones
2- Desbalanceadas
a) Deleciones
b) Material cromosomico adicional
c) Isocromosomas
d) Marcador supernumerario
e) Anillos
Numéricas
a) Trisomias autosdmicas
b) Trisomias sexuales
X X X
XXY
YY

TOTAL

Numero de células
351

64

169

35

68

202
192
10

553



Anexo 32 - Pseudomosaicismo de multiples células.

Tipos de anomalias
1- Estructurales
1.1-Balanceadas
a) Translocacion reciproca
c) Inversiones
1.2- Desbalanceadas
a) Deleciones
b) Material cromosomico adicional
c) Isocromosoma
d) Marcador supernumerario
e) dicéntrica
2- Numéricas
monosomia autosémica
Trisomia autosOmica

Trisomia sexual
XXX
Monosomias sexuales
45, X
Otros
46,XX/46,XY

Total

NUmero de cas
27

11
1

R Ol NN Ol

31

22

63



Anexo 33 - Comparacion de los periodos 1984-1999 y 2003-2007 con
los rangos establecidos internacionalmente

0 Mosaicos de
: : Yo de :
Estudios por periodos .y aberraciones
mosaicismo
Estructurales.
1984-1999 0,49% 0,1%
2003-2007 0,20% 0.04%
Rangos establecidos
internacionalmente 0,10-0,30% 0,02-0,04%
(EEUU, Europa, Canada)
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RESUMEN

Objetivos: Determinar las frecuencias de las diferentes anomalias cromosdmicas
diagnosticadas prenatalmente, el numero de interrupciones de embarazo realizadas a partir de
este diagnostico y el analisis de costo beneficio del subprograma de diagnéstico prenatal
citogenético.

Metodologia: Los datos fueron tomados de los protocolos del Departamento de Citogenética
del Centro Nacional de Genética Médica, donde constan los estudios cromosdmicos prenatales
realizados mediante analisis de células en muestras de liquido amniético y de vellosidades
coriales. En el caso de detectarse anomalias cromosdmicas fetales, estas se informaron a las
parejas en consulta de Asesoramiento Genético. Las decisiones sobre las interrupciones de
embarazo fueron tomadas libremente por las parejas, siguiendo los principios del
Asesoramiento Genético no directivo. El célculo econdmico se realizd en base a los costos del
diagnéstico prenatal citogenético y los gastos incurridos en la atencién de nifios con
discapacidades en instituciones especializadas.

Resultados: Durante el periodo estudiado se detectaron prenatalmente 211 resultados de
analisis con anomalias cromosoémicas, incluyendo 92 casos con Sindrome de Down, 41 con
reordenamientos cromosémicos estructurales y 38 mosaicos. Se realizaron 175 interrupciones
de embarazos en casos de fetos con enfermedades cromosémicas. Como consecuencia del
subprograma de Diagnostico Prenatal Citogenético se ha ahorrado al pais, como minimo $733
086.00/ano.

Conclusiones: El subprograma de Diagndstico Prenatal Citogenético desarrollado en nuestro
institucion se justifica, tanto desde el punto ético como econémico.

PALABRAS CLAVES
Diagnéstico prenatal, Sindrome de Down, anomalias cromosémicas.
INTRODUCCION

Las enfermedades cromosémicas son relativamente frecuentes en poblaciones humanas. Su
incidencia al nacimiento es de 0,6 por 100 nacidos vivos y de ellas la mas frecuente es el
Sindrome de Down, que se presenta en 1:800 recién nacidos (1,2,3). Los métodos de
diagnéstico prenatal en parejas de riesgo constituyen un método altamente confiable para su
prevencion.

El diagnéstico prenatal del Sindrome de Down y otras enfermedades cromosdmicas se inicio
en Ciudad Habana en 1984 mediante analisis de liquido amniético obtenido por amniocentesis
en el segundo trimestre del embarazo (4) y en 1987 se introdujo el diagndstico por analisis de
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vellosidades corionicas en el primer trimestre (5) como parte del Programa Nacional de
Diagnéstico y Prevencion de Enfermedades Genéticas dirigido por el Centro Nacional de
Genética Médica (6) y financiado por la Direccién Materno Infantil del MINSAP.

En éste trabajo se analizan los resultados del subprograma de diagnéstico prenatal del
Sindrome de Down y otras enfermedades cromosdmicas en el Departamento de Citogenética
del Centro Nacional de Genética Médica, basandonos en los objetivos siguientes.

1. Determinar las frecuencias de las diferentes anomalias cromosémicas detectadas
prenatalmente.

2. Calcular cuantas interrupciones de embarazo se han realizado en casos de fetos con
anomalias cromosomas.

3. Realizar un analisis costo beneficio del subprograma de diagndstico prenatal
citogenético desarrollado en Ciudad de La Habana.

MATERIALES Y METODOS

Los datos fueron tomados de los protocolos del Departamento de Citogenética del Centro
Nacional de Genética Médica en Ciudad de La Habana durante el periodo comprendido desde
enero de 1984 hasta diciembre de 1998.

Los embarazos de riesgo para Sindrome de Down y otras enfermedades cromosomicas fueron
detectados a nivel primario por los Médicos de Familia y evaluados por los especialistas en
Genética Clinica municipales en Ciudad de La Habana y en los departamentos provinciales de
Genética de La Habana y Pinar del Rio. Las gestantes residentes en Ciudad de La Habana y
provincia La Habana fueron remitidas al Departamento Provincial de Genética de Ciudad de La
Habana donde fueron atendidas en consultas de Asesoramiento Genético y se les realizaron
estudios ultrasonograficos previos a las tomas de muestras por amniocentesis 6 biopsias
corionicas. En los casos de Pinar del Rio se realizaron las amniocentesis en el Departamento
Provincial de Genética de esa localidad y las muestras fueron enviadas a Ciudad de La
Habana. En todos los casos el Asesoramiento Genético fue no directivo y se pidid
consentimiento informado a las parejas.

En la totalidad de los casos con hallazgos de translocaciones cromosoémicas fetales se les
brindé a las parejas la posibilidad de realizarse estudios cromosdémicos, con vistas a determinar
el origen del reordenamiento (si es heredado 6 de novo) para un mejor asesoramiento genético
y se ofrecieron estudios a otros posibles portadores en las familias.

Los criterios de indicaciones para practicar el Diagnostico Prenatal Citogenético fueron los
siguientes:

Avanzada edad materna (38 afios y mas).
- Hijo previo con Sindrome de Down u otras enfermedades cromosémicas.

- Historia familiar de malformaciones congénitas y otras alteraciones de etiologia
supuestamente cromosomica.

- Diagnéstico del sexo fetal en mujeres portadoras de enfermedades ligadas al sexo.
- Un padre portador de reordenamiento cromosémico balanceado.

- Hallazgos ultrasonograficos de malformaciones fetales frecuentemente asociadas a
enfermedades cromosomicas.

- Marcadores bioquimicos en suero materno (AFP/hCG).

- Otras (estudios moleculares, exposicion a radiaciones ionizantes, ansiedad materna,
etc.).



Los cultivos de las células fetales presentes en el liquido amniotico fueron realizados de
acuerdo a los métodos convencionales (7) y los analisis cromosémicos en vellosidades
coridénicas se hicieron de acuerdo al método directo descrito por Simoni y cols. en 1983 (8). En
todos los casos se realizaron las tinciones cromosémicas de rutina con bandas GTG,
analizandose al menos 10 metafases de diferentes frascos de cultivos en casos normales.
Otras técnicas de bandeo (C y NOR) fueron utilizadas en casos necesarios, de acuerdo a los
hallazgos individuales.

Los informes de los resultados fueron enviados a los servicios de genética clinica que
remitieron los casos. En casos de detectarse anomalias cromosomicas fetales, ellas se
informaron a las parejas en consulta de Asesoramiento Genético por médicos especialistas en
Genética Clinica. Las decisiones sobre las interrupciones de embarazo fueron tomadas
libremente por las parejas, siguiendo los principios del Asesoramiento Genético no directivo.

Los fetos abortados fueron examinados en los departamentos de Anatomia Patolégica de cada
territorio, contando generalmente con la participacion de los genetistas clinicos, con vistas a la
confirmacion del diagnostico realizado.

El calculo econdmico se realizé en base a los costos del diagnéstico prenatal citogenético por
concepto de reactivos, material gastable, equipos necesarios y salarios del personal. Los
gastos estimados para atencién de nifios con discapacidades se basan en informacion
obtenida en instituciones especializadas.

RESULTADOS

Durante el periodo que se analiza fueron realizados un total de 6669 estudios cromosémicos
prenatales, de ellos 4884 por analisis de liquido amniotico y el resto en vellosidades coriales,
detectandose un total de 211 resultados con anomalias cromosdémicas para un 3,16%
(Tabla1).

Tabla 1. Distribucién de analisis de acuerdo al tipo de muestra.

Tipo de muestra | No. de casos Resultados %
anormales
LA 4884 164 3,35
VC 1785 47 2,63
Totales 6669 211 3,16

LA. Analisis en células de liquido amniético
VC. Analisis en células de vellosidades coriales

Como puede observarse en la tabla 2, la principal indicaciéon para los estudios fue la avanzada
edad materna (70,20 % del total de casos).

Tabla 2. Distribucion de casos de acuerdo a las indicaciones para diagnéstico prenatal
citogenético.

Indicaciones No. De casos (%)

Avanzada edad materna 4682 (70,20)

Hijo previo 696 (10,43)

Historia familiar 447 (6,70)

Enfermedades ligadas al sexo 119 (1,78)

Un padre portador de reordenamiento 35 (0,52)
cromosomico balanceado ’

Hallazgos ultrasonogréficos 65 (0,97)

Marcadores séricos 53 (0,79)

Otras 572 (8,57)

En relacion con los tipos de anomalias, se encontraron 185 resultados con desbalances
cromosomicos; los mas frecuentes fueron del tipo de las aneuploidias. En total se detectaron
92 casos de Sindrome de Down, de ellos 83 por trisomias 21 libres, 2 por translocaciones no



balanceadas y 7 mosaicos con una linea celular trisémica para el cromosoma 21. Ademas, 41
con reordenamientos cromosomicos estructurales y 38 mosaicos.

Tabla 3. Tipos de anomalias cromosémicas.

Ti d i No. de casos
ipos de anomalias LA Ve Totales
Aneuploidias 107 25 132
+21 68 15 83
+18 20 1 21
+13 2 4 6
Sexuales 10 2 12
Marcadores_ 5 0 5
Supernumerarios
Otras 2 3 5
Reordenamientos 33 8 41
estructurales
Balanceados 20 6 26
No balanceados 13 2 15
Mosaicos 24 14 38*
Total 164 47 211

* Se incluyen 5 casos de psedomosaicismos

Las formulas cromosémicas de los reordenamientos estructurales y mosaicos aparecen a
continuacion.

Tabla 4. Reordenamientos estructurales balanceados encontrados en analisis de liquido
amnidtico.

Formulas cromosomicas No. de casos
45, XY, t(13qg;14q)
45,XX, 1(13q;14q)

46,XX, t(5p;9p)
46,XX, t(119;18q)
46,XY, 1(19;7q)
46,XX, 1(13;18)
46,XX, 1(89;10q)
46,XY, t(1p;7p)
46,XX, inv(3q)
46,XX, t(79;14q)
46,XY, 1(3-?)
45,XX, t(15q;21q)
46,XY, t(3p21;8p23)
46,XX, t(6p;14q)
46,XX, 1(99;16q)
46,XX, 1(89;22q)
46,XY, t(1p;11p)
45 XX t(149;21q)
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Tabla 5. Reordenamientos estructurales balanceados encontrados en analisis de vellosidades
corionicas

Formulas cromosémicas No. de casos

45,XX, t(14q;21q)
46,XX, 1(69;10q)
46,XX, t(1q;4q)
45,XX, 1(13q;14q)
46,XX, t(3p;8p)
46,XY, t(19;13q)
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Total 6

Tabla 6. Reordenamientos estructurales no balanceados encontrados en analisis de liquido
amniotico.

Formulas cromosémicas No. de casos

46,XX, t(13q;21q)+13
46,XX, dup(4q3)
46,XX, -21,t(21q;21q)
46,XX,-14,-21, t(14q;21q)
46,XY, del (18p)
46,X, del(Xp)
46,X, i(7q)
46,XX, 12p+
46,XY, 1(79;99)
46,XX, del(8p)
46,XX, del(10q)
46,XX, del(18p)
46,XX, del(2q)
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Tabla 7. Reordenamientos estructurales no balanceados encontrados en analisis de
vellosidades corionicas

Férmulas cromosdmicas No. de casos
46,XY, dup(10pter) 1
46,XX, t(99;10q) 1
Total 2
Tabla 8. Mosaicos encontrados en analisis de liquido amniético.
Formulas cromosomicas No. de casos
46,XX/45,X 7
46,XX/47 XX, +mar (2 casos) 2
46,XX/45,X/46, X, i(Xq) 1
46,XX/46,XX, t(9;17) 1
46,XY/47,XY+18 1
46,XX/47 XX, +21 2
46,XY/47 XY, +21 1
46,XY/47 XY, +14 1
46,XX/47 XXX 1
46,XY/47 XY+13 1
46,XX/46,XX, t(X;14) 1
46,XY/47 XY, +22 1
46,XX/46,XX, del(8p) 1
46,XY/46,XY, t(3q;7q) 1
46,XY/47 XY, +mar 1
46,XY/47 XY, +22 1
Total 24
Tabla 9. Mosaicos encontrados en analisis de vellosidades coridnicas.
Férmulas cromosdmicas No. de casos
46,XX/47, XX, +8 1
46,XX/46, XY 2 (a)
46,XY/47 XY, +mar 1(a)
46,XY/47 XY+18 2
46, XX/47 XX, +22 1(a)




46,XY/47 XY, +21 2
46,XX/47 XX, +21 2
46,XX/47 XXX 1
46,XX/47 XXX 1(a)
46,XY/46,XY, t(29;14q) 1
Total 14

(a) Pseudomosaicismos

Durante el periodo que se analiza, se realizaron un total de 175 interrupciones de embarazo a
solicitud de las parejas por las siguientes causas: 129 aneuploidias (entre ellas 81 casos con
Sindrome de Down), 13 reordenamientos estructurales no balanceados y 33 mosaicos. No se
interrumpieron 26 casos con reordenamientos estructurales balanceados, 5 pseudomosaicos y
5 casos de fetos con anomalias cromosomicas (dos casos con Sindrome de Down, un
Sindrome de Turner, y dos con anomalias estructurales: del(Xp) y 12p+). En éstos Ultimos las
parejas optaron libremente por continuar sus embarazos después de conocer sus resultados en
consultas de Asesoramiento Genético

En la Tabla 10 aparecen los costos estimados en base a los precios actuales de los insumos
en el mercado internacional, asi como también gastos en salarios.

Tabla 10. Costos del diagndstico prenatal citogenético por afio (sobre la base de 445 analisis
de LA por afio).

Concepto Costo anual ($)
Reactivos y material gastable 17 800
Equipos de laboratorio 1574
Salarios 17 940
Total 37 314

El calculo del costo del Subprograma de Citogenética se estima en base a un promedio de 445
analisis en muestras de liquido amniético por afio porque es el que ha predominado en nuestra
muestra, considerando como promedio 6 casos de Sindrome de Down por afio calculados
sobre la base de la totalidad de casos detectados. Los demas casos con anomalias
cromosomicas pueden presentar cuadros clinicos muy variables y no se incluyeron en el
analisis.

Segun informacién obtenida en el Dpto. Econdmico del Hogar de Impedidos Fisicos y Mentales
“La Castellana” en Ciudad de La Habana en 1999 (9), la atencion especializada de nifios
institucionalizados con retraso mental moderado, como son los pacientes con Sindrome de
Down tiene un costo estimado de $1070 por mes. Considerando los gastos por concepto
solamente de educacion especializada en éstos casos y asumiendo que estarian
institucionalizados durante 10 afios cada uno de ellos, seria: $128 400 por cada caso, lo que
implica sobre la base de 6 casos de Sindrome de Down por afio un total de: $ 770 400

DISCUSION

La avanzada edad materna como la indicacion mas frecuente para los estudios prenatales
encontrada por nosotros, coincide con lo reportado por Milunsky en 1998, en Estados Unidos
de Norteamérica (10).

El hecho de encontrar trisomias 21 libres se explica por la demostrada asociacion entre la
edad materna y la ocurrencia de la no disyuncién cromosomica (11).

Se destacan los hallazgos de 8 translocaciones robertsonianas, 5 de ellas t(13q;14q) ademas
de dos translocaciones (14q;21q) y una (15q;21q). El predominio de las translocaciones
(139;14q) se corresponden con lo reportado por otros autores (11).

En el caso de los reordenamientos estructurales no balanceados se destacan los hallazgos de
3 translocaciones robertsonianas no balanceadas de origen materno; en el caso de la
t(21q;21q) el riesgo de recurrencia es de un 100% para el Sindrome de Down.




Entre los mosaicos cromosémicos cabe resaltar la frecuencia de los mosaicos sexuales con
monosomias del X (7 casos) tratdndose de un tipo de mosaicismo frecuente, con
consecuencias fenotipicas consideradas en general como no graves, ya que en los casos de
Sindrome de Turner no se presenta retraso mental. Ademas, se encontraron 3 casos de
mosaicos con marcadores cromosomicos supernumerarios de origen desconocido. Particular
atencion merecen éstos ultimos, los cuales constituyen un dilema en el diagnéstico prenatal y
posterior asesoramiento genético. Se han descrito algunas técnicas de hibridacion in situ que
permiten analizar el origen de los cromosomas marcadores con elevada eficiencia (12). Por
otra parte, se destacan los hallazgos de pseudomosaicos en andlisis de vellosidades coridnicas
(5 casos) que resultaron resultados falsos positivos. La frecuencia de mosaicos verdaderos en
andlisis de vellosidades fue de 0,5% (9/1780).

A pesar de que los criterios de afectacion de la calidad de vida en algunos casos como son las
aneuploidias sexuales tales como el Sindrome de Turner (por monosomia del X) y el Sindrome
de Klinefelter (XXY) son muy discutibles, en nuestra experiencia, la mayoria de las parejas
optaron por evitar los nacimientos de nifios con enfermedades cromosdmicas que puedan
causar algun retraso en su desarrollo fisico ¢ intelectual.

Teniendo en cuenta que el costo anual estimado del sub programa de diagnostico prenatal
citogenético es de $37 314 anuales (Tabla 10), tenemos como resultado un ahorro al pais
como minimo de $733 086 / afio. Esto es sin incluir otros gastos tales como hospitalizacion,
tratamientos quirdrgicos, estomatologicos, gastos en medicamentos, dietas y afectacion salarial
de las madres trabajadoras.

A pesar que economicamente se justifican los gastos incurridos en un programa de prevencion
de éste tipo, consideramos que el principal beneficio esta dado desde el punto de vista social,
por los sufrimientos que se evitan en las familias en las que se presentan casos con
enfermedades cromosdmicas y la seguridad que se brinda a la mayoria de las parejas con
resultados normales. Segun Modell y Kuliev en 1998 (13), los analisis de costo-beneficio en los
servicios genéticos incluyen la “aptitud genética”, definida como la capacidad individual relativa
a las normas poblaciones para tener nifios que puedan crecer y reproducirse normalmente,.

De acuerdo a Penchaszadeh, 1999 (14), la experiencia cubana demuestra que un pais
subdesarrollado con bajos ingresos y limitaciones de recursos puede cumplir con las metas de
prevencion y cuidados en casos de enfermedades genéticas y defectos congénitos mediante la
implementacion de politicas claras y una adecuada organizacion de los recursos.
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