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GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

ACTH: Corticotropina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AFP: Alfafetoproteina.

APP: Proteina precursora de amiloide.

ARN: Acido ribonucleico.

AP: Proteina B-amiloide.

DMR: Regiones diferencialmente metiladas.
DSCAM: Down Syndrome Cell Adhesion Molecule.
DSCR: Region critica del sindrome de Down.
DSCR1: Down Syndrome Candidate Region-1.
DV: Ductus venoso.

EM: Edad materna.

FCF: Frecuencia cardiaca fetal.

FIV: Fecundacién in vitro.

FMF: Fetal Medicine Foundation.

FSH: Foliculoestimulante.

FUR: Fecha tltima regla.

fB-hCG: Fraccion B libre de la gonadotrofina corionica humana.
GEDDS: Disfuncién de dominios de la expresion génica.
H: Hormona Luteinizante.

hCG: Hormona gonadotropina corionica.

HN: Hueso nasal.

Hsa 21: Cromosoma 21.

IGF: Factores de crecimiento insulinoides.
IGFBP-4: Factor de crecimiento insulinoide-4.
LA: Liquido amnidtico.

LCC: Longitud craneo-caudal.

MI: Meiosis L.

MII: Meiosis II.

MoM: Multiplos de la mediana.

MPS: Massive parallel sequencing.

NAFT: Factor Nuclear de células T Activadas.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

NCTB: Neuronas colinérgica del telencéfalo basal.
NUHSA: Numero Unico de historia de salud de Andalucia.
PAPP-A: Proteina plasmadtica placentaria A.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

QF-PCR: Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction.
RC: Ratio Criteria.

RFU: Unidades relativas de fluorescencia.

ROC: Receiver Operating Characteristic Curve.

RT: Regurgitacion tricuspidea.

SEGO: Sociedad Espaiola de Ginecologia y Obstetricia.
STRs: Short tandem repeats.

TD: Tasa de deteccion.

TFP: Tasa de falsos positivos.

TN: Translucencia nucal.

TSH: Hormona estimulante de la tiroides.

UE3: Estriol no conjugado.

UGC: Unidad de Gestion Clinica.

VC: Vellosidad corial.

VPN: Valor predictivo negativo.

VPP: Valor predictivo positivo
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INTRODUCCION.

1.1. CRIBADO COMBINADO EN EL PRIMER TRIMESTRE DE
GESTACION.

Un buen método de cribado es aquel que tiene una alta capacidad de deteccion
(alta sensibilidad) de la -poblacion de riesgo” y una baja tasa de falsos positivos (alta
especificidad) reduciendo los procesos invasivos innecesarios y las tasas de abortos
intrautero. El cribado se realiza generalmente para el sindrome de Down ya que es la
aneuploidia mas comun causante de discapacidad y retraso mental severo aunque si es
cierto que este método nos proporciona informacion sobre la mayoria de los sindromes
como la trisomia 18 (Sindrome de Edwards) y trisomia 13 (Sindrome de Patau) siendo
la segunda y tercera anomalia cromosdmica mas frecuente tras la trisomia 21 (Sindrome

de Down).

El cribado para la trisomia 21 fue introducido a principios de los afos 70
basandose Unicamente en la edad materna avanzada. El punto de corte establecido en
aquella época para ofrecer a las gestantes la realizacion de la amniocentesis estaba en 40
afios. Afios mas tarde el punto de corte se establecid en 35 afios (Resta, 2002). Su
eficacia como método de cribado era minima ya que su tasa de deteccion era de un 30%
con una tasa de falsos positivos de un 10% (Nicolaides, 2003). Este método basado
solo en la edad materna avanzada no es recomendable (Hawk y Saller, 2012) ya que
supone la practica innecesaria de técnicas invasivas con el riesgo que conllevan a las
gestantes. Otro problema que genera este tipo de cribado es su baja tasa de deteccion ya
que se acepta que un cribado poblacional debe tener como minimo una tasa de deteccion

(TD) del 75% con una tasa de falsos positivos (TFP) del 5%.

En los afos 80 aparecen los primeros marcadores bioquimicos, se trata de
productos feto-placentarios cuya concentracion sérica es medida en sangre materna.
Existe una relacion entre valores bajos de alfafetoproteina (AFP) en el segundo
trimestre (semana 16 de gestacion) y el sindrome de Down. Se asociaron varias
hormonas mas, el estriol no conjugado (uE3) y hormona gonadotropina coridnica
humana (hCG), junto con la AFP y la inhibina A que mostraban diferencias
significativas en fetos euploides y aneuploides. Estos marcadores bioquimicos
aumentaban la tasa de deteccion en un 50-70% y reducian la tasa de falsos positivos al

5% (Nicolaides et al., 2002).
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En los afios 90 se introduce la traslucencia nucal (TN) fetal en el cribado para
trisomia 21 a las 11-13+° semanas de gestacion junto con la edad materna,
observandose que el aumento de la TN estaba relacionado con un incremento en el
riesgo de padecer algun tipo de cromosomopatia (Nicolaides et al., 1992). El cribado
mediante la combinacion de la edad materna y el grosor de la translucencia nucal fetal
es capaz de identificar alrededor del 75% de aneuploidias con una tasa de falsos

positivos de un 5% (Nicolaides et al., 2002).

La incorporacion de marcadores bioquimicos, tales como la proteina plasmatica
A asociada al embarazo (PAPP-A) y la subunidad beta libre de la gonadotropina
coridonica humana (ff-hCG) en el cribado combinado del primer trimestre se realizo en
el afio 2000 y supuso aumentar la tasa de deteccion en un 85-90% de los fetos afectados.
Los valores de dichas hormonas van cambiando conforme aumenta la edad gestacional.
Asi la PAPP-A aumenta normalmente con la gestacion, salvo en casos con embarazos
con trisomia 21 que disminuye. La 3-hCG disminuye a medida que avanza la gestacion,
sin embargo en embarazos con trisomia 21 sus niveles se encuentran aumentados

(Kagan et al., 2008b).

Los valores de los marcadores bioquimicos son transformados a multiplos de la
mediana (MoM) debido a la dificultad en ajustar el tiempo exacto de gestacion por
ecografia, sumado a que la concentracion de los distintos marcadores en suero materno
varia con el tiempo de gestacion. Los MoM son corregidos segun el peso, raza, habito

tabaquico, diabetes gestacional y técnicas de reproduccion asistida.

Actualmente el cribado combinado o —ereening de primer trimestre” se realiza a
todas las gestantes independientemente de la edad materna. EI cribado combinado de
primer trimestre a las 11-137° semanas de gestacion es el método actual mas efectivo en
la deteccion del sindrome de Down (Kagan et al., 2009b; Kagan et al., 2010; Karadzov-
Orli¢ et al., 2012) por ello, es el método de eleccion para la deteccion del sindrome de
Down con una tasa de deteccion de aproximadamente un 90% con una tasa de falsos
positivos de un 3-5% (Spencer et al., 2000; Bindra et al., 2002; Cicero et al., 2003c;
Spencer et al., 2003b; Nicolaides., 2005b; Kagan et al., 2009b; Nicolaides et al., 2011;
Ekelund et al., 2012; Ghaffari et al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012; Molina et al.,
2012; Sonek et al.,, 2012). Este método estd basado en la edad materna, edad
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gestacional, marcadores bioquimicos (concentracion de la fraccion [ libre de la
gonadotropina coridnica humana y la proteina plasmatica A asociada al embarazo. En la
tabla 1 se resumen las diferentes estrategias de cribado utilizadas para la deteccion de la

trisomia 21.

Tabla 1. Tasa de deteccion y tasa de falsos positivos para las diferentes estrategias de
cribado (Nicolaides, 2011).

Método de cribado Tasa de deteccion (%) LR fasozs positivos

EM + TN 75-80

5
EM + TN+fB-hCG+PAPP-A 85-95 5
EM+ TN + f3-hCG+PAPP-A
+TN+Marcadores 2° SR =

Abreviaturas: EM=edad materna; TN= Translucencia Nucal

1.1.1. Impacto del riesgo relacionado con la edad materna y edad
gestacional en el primer trimestre de embarazo en embarazos
cromosémicamente anormales.

La edad materna es un factor importante de riesgo de trisomia 21 y otras
aneuploidias, asi como de resultados adversos en el embarazo (Khalil et al., 2013;
Laopaiboon et al., 2014). Penrose, hace mas de 80 afios, publicé sus observaciones
sefialando que las madres mayores de 35 afos tenian mas hijos con problemas de
mongolismo que las madres més jovenes (Penrose, 1933). Posteriormente, a partir del
metaanalisis publicado por Cuckle y colaboradores se reafirmaron sus observaciones
poniendo en evidencia que la prevalencia de la mayoria de las cromosomopatias
aumenta con la edad materna, siendo este incremento progresivo y mas significativo a

partir de los 35 afios (Figura 1) (Cuckle et al., 1987; Hultén et al., 2010).
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Figura 1. Tasa de natalidad de trisomia 21 en relacion con la edad materna (Hultén et
al., 2008).

Debido a que muchos fetos aneuploides mueren antes de nacer, el riesgo de que
esto ocurra disminuye con la edad gestacional. En el caso particular de la trisomia 21, la
tasa de muerte fetal en la semana doce es de un 30% (Tabla 2). Hay que establecer el
riesgo especifico de cada paciente basado tanto en su edad como en el periodo

gestacional en el que se encuentra (Snijders et al., 1995).

Tabla 2. Estimaciones de las tasas de pérdidas espontaneas de los fetos con trisomia 21.

Edad gestacional (semanas) | Tasa de pérdida estimada (%)
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Lo mismo ocurre en el caso de la trisomia 18 y trisomia 13, que aumentan su
prevalencia con la edad materna y su probabilidad de supervivencia aumenta con la
edad gestacional: 28% a las 12 semanas, 35% a las 18 semanas y el 41% a las 20
semanas (Morris y Savva, 2008). El sindrome de Turner resulta normalmente de la
pérdida del cromosoma X del padre por ello no tiene relacion con la edad materna. La
prevalencia es de alrededor de 1/1.500 en la semana 12, 1/3.000 en la semana 20 y
1/4.000 en la semana 40. Las anomalias cromosémicas sexuales (47, XXX, 47,XXY y

47,XYY) no muestran cambios significativos con la edad materna y no disminuyen con
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la edad gestacional debido a que estdn asociadas a una menor letalidad uterina, el
porcentaje de muertes fetales no es mayor que en los fetos euploides siendo de alrededor
de 1/500. Las poliploidias no guardan relacion con la edad materna y disminuyen con la

edad gestacional (Nicolaides y Falcon, 2004).

En las siguientes tablas (Tablas 3-5) se refleja el riesgo de una mujer de tener un

hijo afecto de trisomia 21, 18 y 13 en funcion de su edad y de la edad gestacional.

Tabla 3. Riesgo de tener un nifio con trisomia 21 en funciéon de su edad materna y edad
gestacional.
ANOS SEMANAS DE GESTACION
MADRE

1/983 1/1068 171140 171200  1/1295  1/1527
1/576 1/626 1/668 1/703 1/759 1/895
1/424 1/461 1/492 1/518 1/559 1/659
1/287 1/312 1/333 1/350 1/378 1/446
1/180 1/196 1/209 1/220 1/238 1/280
1/108 1/117 1/125 1/131 1/142 1/167

1/62 1/68 1/72 1/76 1/82 1/97

1/35 1/38 1/41 1/43 1/46 1/55
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Tabla 4. Riesgo de tener un nifio con trisomia 18 en funcion de su edad materna y edad
gestacional.
SEMANAS DE GESTACION

ANOS

MADRE

1/1993  1/1993  1/3015  1/3015  1/3015  1/18013
1/1168  1/1168  1/1766  1/1766  1/1766  1/10554
1/860 1/860 1/1301 171301  1/1301  1/7775
1/582 1/582 1/880 1/880 1/880 1/5256
1/366 1/366 1/553 1/553 1/553 1/3307
1/218 1/218 1/330 1/330 1/330 1/1974
1/126 1/126 1/191 1/191 1/191 1/1139

1/71 1/71 1/108 1/108 1/108 1/644

Tabla 5. Riesgo de tener un nifio con trisomia 13 en funcion de su edad materna y edad
gestacional.
ANOS SEMANAS DE GESTACION

MADRE
1/6347  1/7826  1/9389  1/11042 1/14656  1/42423

1/3719 174585  1/5501  1/6470  1/8587  1/24856
1/2740  1/3378  1/4052  1/4766  1/6326  1/18311
1/1852  1/2284  1/2740  1/3222  1/4277  1/12380
1/1165 171437  1/1724  1/2027  1/2691  1/7788
1/696 1/858 1/1029  1/1210  1/1606  1/4650

1/401 1/495 1/594 1/698 1/927 1/2683

1/227 1/280 1/335 1/395 1/524 1/1516
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1.1.2. Marcadores bioquimicos en suero materno.

En la actualidad, la determinacién de la concentraciéon de los productos
placentarios del primer trimestre de gestacion, la fraccion beta libre de la gonadotropina
coriénica humana y de la proteina plasmatica A asociada al embarazo, son una
herramienta eficaz en la deteccion de anomalias cromosomicas y defectos estructurales
fetales. Son proteinas detectadas en el suero materno utilizadas como marcadores
bioquimicos para la deteccion del sindrome de Down y otras aneuploidias ya que, bajo
estas circunstancias, muestran cambios significativos en sus concentraciones en el
primer trimestre (Figura 2,3) (Kagan et al., 2008b; Wright et al., 2010; Nicolaides et al.,
2011). Se pueden modificar sus valores por distintas caracteristicas maternas como son
el peso, origen étnico, tabaco, numero de fetos y método de concepcion (natural o
fertilizacion in vitro). Estos factores se deben tener en cuenta para el calculo del riesgo
individual de cada paciente (Spencer et al., 2003a; Nicolaides et al., 2005a; Kagan et al.,
2008b; Nicolaides et al., 2011).
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Figura 2. Distribucion de la fraccion B libre de la gonadotropina coridonica humana en
multiplos de la mediana de acuerdo a la edad gestacional en fetos con trisomia 21.
Figura 3. Distribucion de la proteina plasmatica A asociada al embarazo en multiplos
de la mediana de acuerdo a la edad gestacional en fetos con trisomia 21 (Wright et al.,

2010).
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La combinacion de la edad materna y los marcadores bioquimicos B-hCG libre y
PAPP-A para la deteccion de la trisomia 21 tiene una tasa de deteccion de
aproximadamente un 65% con una tasa de falsos positivos del 5% (Kagan et al., 2008b).
La PAPP-A como marcador tnico en el primer trimestre del embarazo, es efectiva en
las semanas 9 a 11, después de este periodo aumenta considerablemente la tasa de falsos

positivos (Wright et al., 2010).

Las concentraciones de los marcadores bioquimicos varian de manera diferente a
medida que avanza la gestacion (Spencer et al., 2002). Asi, la f-hCG libre disminuye a
medida que avanza el embarazo, sin embargo, en fetos con trisomia 21 esta hormona
aumenta su concentracion en el suero materno (aproximadamente 2 MoM en la semana
12) (Tabla 6). Al contrario ocurre con la PAPP-A, esta hormona aumenta
progresivamente con la gestacion, pero en fetos portadores de alguna anomalia se ve

disminuida en aproximadamente 0.4 MoM (Tabla 6).

Tabla 6. Variacion de los marcadores bioquimicos del primer trimestre en fetos
aneuploides.

Hormonas Maternas | Trisomia 21 | Trisomia 18 | Trisomia 13

<0.4 <0.2 <0.5
fB-hCG (MoM 22.5 <0.3 <0.5

A la hora de calcular el riesgo especifico de cada paciente hay que tener en cuenta
una serie de consideraciones:

»  Las concentraciones varian a lo largo del tiempo: es preciso una datacion
correcta de la gestacion y el ajuste de los parametros de la paciente como es el
peso, la edad, la talla, la presencia de gestacion Unica o multiple, diabetes,
habito tabaquico y la raza (Kagan et al., 2008b; Ball et al., 2013).
» En cada gestante el valor de la B-hCG libre y PAPP-A representa un
cociente de probabilidad que se multiplica por el riesgo a priori para calcular
el nuevo riesgo.
» A mayor nivel de B-hCG libre y menor nivel de PAPP-A, mayor riesgo

de padecer alglin defectos cromosdémico.

Hay estudios que sefialan que en el screening del primer trimestre el uso de

marcadores bioquimicos antes de la exploracion de la TN puede optimizar el
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rendimiento de deteccion. El momento de realizacion mas optimo seria a las 9-10

semanas (Wright et al., 2010; Ekelund et al., 2012).

1.1.2.1. Proteina plasmatica A asociada al embarazo (PAPP-A).

La proteina plasmatica A asociada al embarazo es una glicoproteina de 500 kDa
aislada por primera vez por Lin y colaboradores (1976) en sangre materna de mujeres
embarazadas. Se sintetizada en el sincitiotrofoblasto y se libera a la circulacion materna

durante el periodo de gestacion, aumentando conforme avanza el embarazo.

Es un marcador bioquimico muy eficaz en el primer trimestre, principalmente
cuando se realiza a las 11 semanas. La PAPP-A disminuye significativa entre las 6-13
semanas en todas las cromosomopatias (valor mas bajo a las 11 semanas), no ocurre

igual en el segundo trimestre en el que su concentracion no varia.

Se trata de una proteasa de la proteina de unidon del factor de crecimiento
insulinoide-4 (IGFBP-4), que actiia en la interfase materno fetal degradando a la
IGFBP-4 (Sun et al., 2002) y por ende incrementando la biodisponibilidad de los
factores de crecimiento insulinoides (IGF) libres en la placenta, importantes para el
crecimiento fetal y placentario durante la gestacion. La IGF promueve la invasion
trofoblastica hacia la decidua materna mediada por el IGF-II y probablemente
modulando la regulacién que ejercen el IGF-I sobre la esteroidogénesis y sobre el
transporte de glucosa y aminoédcidos en las vellosidades placentarias (Figura 4)

(Gerulewicz Vannini y Hernandez-Andrade, 2007; Shiefa et al., 2013).

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20658511

INTRODUCCION.

)\

Target Cell

IGF receptor
Unknown receptor
Substituted With signaling

)

heparin mlﬁuv:\l a
Q Q proMBP GAG
) IGFBP4/IGF /
} Complex (inactive) proMB]
|
1GF
PproMBP protein
PAPP-A Proteolytic fragment

Proteolytic Domain ~ of IGFBP-4

Inactive & detached U
PAPP-A/ProMBP

Figura 4. Actividad proteolitica de la PAPP-A en los seres humanos (Shiefa et al.,
2013).

La disminucion sérica placentaria de la PAPP-A en el primer trimestre de
embarazo se asocia a muerte fetal, parto pretérmino, restriccion en el crecimiento,
diabetes, resultados peritales adversos y a la presencia de algunos sindromes genéticos

(Peterson et al., 2008; Huyhn et al., 2014; Patil et al., 2014).

Diferentes estudios han demostrado que la concentracion de PAPP-A esta
disminuida en fetos afectados con alguna anomalia cromosomica, su desviacion de la
normalidad disminuye conforme avanza la gestacion, por lo tanto, la PAPP-A es un

marcador bioquimico util en el primer trimestre de gestacion (Ong et al., 2000).

1.1.2.2. Gonadotropina coriénica humana (hCQ).

La gonadotropina corionica humana (hCG) es una glicoproteina con un peso
molecular de 39 kDa. Esta compuesta por una cadena a y una cadena B unidas por
fuerzas i6nicas e hidrofobicas (Figura 5). La subunidad alfa estd compuesta por 92
aminodcidos y es idéntica a la que forman las hormonas Luteinizante (LH),
Foliculoestimulante (FSH), Hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la
Corticotropina (ACTH). La subunidad B estd compuesta de 145 aminodacidos, y es la
que le confiere su actividad biologica (Figura 5). La hormona se sintetiza por el sincitio-
trofoblasto de la placenta y se libera hacia el espacio intervelloso desde el cual pasa a la

circulacion materna. Es detectada en circulacion materna a los 8 o 9 dias post
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concepcion, al poco tiempo del anidamiento del blastocito sobre el endometrio. Los
niveles se elevan rapidamente hasta un méximo entre las 10-12 semanas post-ovulacion.
Luego, los valores descienden hasta el término del embarazo. La medida de la
concentracion de la subunidad B en el suero matero es la que se utiliza para el cribado
de cromosomopatias en el primer trimestre (Gerulewicz Vannini y Herndndez-Andrade,

2007).

La subunidad a est4 codificada por un tnico gen del cromosoma 6, mientras que
la subunidad B esta codificada por 6 genes del cromosoma 19. La hormona posee en su
superficie unos determinantes antigénicos que permiten su cuantificacion mediante
técnicas de inmunoensayo pudiéndose determinar los valores tanto de la molécula
entera como los de cada uno de sus subunidades. La HCG intacta posee actividad
bioldgica, por lo tanto, ninguna de las dos cadenas de la hormona por separado tiene
accion biologica. La determinacion de la B-hCG es mas efectiva que la de la molécula
completa (Gerulewicz Vannini y Hernandez-Andrade, 2007). La sub—a no tiene la

misma utilidad debido a su falta de especificidad (Hallahan et al., 2000).

La B-hCG libre tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la
gestacion; su funcion mas importante consiste en hacer crecer el cuerpo luteo, que
produce una gran cantidad de hormonas sexuales (progesterona y estrogenos), lo cual
hace que el endometrio siga creciendo y acumulando nutrientes en vez de producirse la
menstruacion. Otra funcion es la diferenciacion del cito al sincitio-trofoblasto, la
esteroidogénesis adrenal fetal y placentaria y la sintesis de tetosterona por el testiculo

fetal.
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Figura 5. Estructura de hCG intacta y f-hCG (Shiefa et al., 2013).

1.1.3. La Translucencia Nucal como marcador ecografico.

La translucencia nucal se define como el acimulo subcutaneo de liquido detras
del cuello fetal en el primer trimestre del embarazo visible ecograficamente (Figura 6)
(Nicolaides y Orlando). Numerosos estudios han demostrado que la translucencia nucal
es una herramienta muy eficaz para la deteccion de la trisomia 21 y otras anormalidades
cromosomicas en el primer trimestre de embarazo (Wright et al., 2008; Nicolaides,

2011; Karadzov-Orlic et al., 2012; Tahmasebpour et al., 2012; Salman Guraya., 2013).
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Figura 6. Translucencia nucal como se ve en el primer trimestre de gestacion en un feto

normal.

A principios de los afios noventa se pudo visualizar mediante ecografia el exceso
de piel, de individuos que presentaban sindrome de Down, como un aumento de la
translucencia nucal entre las semanas 10 y 14 de gestacion (Nicolaides et al., 1992). La
translucencia nucal es un marcador muy sensible para la deteccion de anomalias
cromosoOmicas en el primer trimestre de embarazo debido a que aproximadamente un
75% de fetos con trisomia 21 tienen aumentado el grosor de la translucencia nucal

(Figura 7) (Ghaffari et al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012; Berktold et al., 2013).
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Figura 7. Aumento de la TN en un feto con sindrome de Down en el primer trimestre

de gestacion.

La asociacion entre el aumento de la TN y los resultados adversos del embarazo
en fetos cariotipicamente normales ha sido establecida por varios investigadores, ya que
no solo es indicativo de riesgo de trisomia 21 sino que esta asociada a un elevado
porcentaje de otras anomalias cromosomicas como son el sindrome de Turner,
malformaciones fetales, sindromes genéticos, muerte fetal, anomalias mayores del
corazon y los grandes vasos (Tabla 7) (Michailidis et al., 2002; Nicolaides., 2004;
Souka et al., 2005; Kagan et al., 2006; Kornacki et al., 2012; Sairam et al., 2012;
Salman, 2013).
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Tabla 7. Riesgo de aborto involuntario con una TN elevada (Salman, 2013)

Translucencia nucal (mm) | Muerte fetal (%) Nacidos v1vo(i /s;n anomalias
(V]
2.7 70

:

3.4 50
10.1 30
19.0 15

En la actualidad, la translucencia nucal aisladamente es el marcador mas efectivo
para la deteccion del sindrome de Down. En fetos sanos, la translucencia nucal aumenta
con la LCC por lo que hay que tener en cuenta la edad gestacional para determinar si la
TN esta aumentada (Robinson y Fleming, 1975). Kagan y colaboradores (2008a)
muestran las siguientes distribuciones de la TN en gestaciones con fetos con trisomia 21

(Figura 8).

Nuchal translucency thickness (mm)

45 50 55 60 65 70 75 80 85
Crown—rump length (mm)

Figura 8. Distribucion del grosor de la translucencia nucal con respecto a la longitud

craneo-caudal en fetos con trisomia 21(Kagan et al., 2008a).

La TN representa un cociente de probabilidad que se multiplica por el riesgo a
priori, basados en las edades maternas y gestacional para calcular un nuevo riesgo de
aneuploidia. Cuanto mayor es el grosor de la TN mayor sera el cociente de probabilidad
y por lo tanto, mayor serd el riesgo, y al contrario. Conforme avanza el embarazo en el
segundo trimestre la translucencia generalmente se resuelve, a veces en algunos casos
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progresa a edema nucal o higroma quistico con o sin hidrops generalizado (Nicolaides y

Orlando, 2004).

La Fetal Medicine Foundation (FMF) de Londres, Reino Unido, desarrollo
pautas detalladas para obtener mediciones de la TN. La TN se mide entre las semanas
11y 136 (Ia LCC minima es de 45 mm y la méxima es de 84 mm). Las causas por las
que se mide en la semana 11 es para tener la posibilidad de realizar la biopsia de
vellosidad corial en caso que fuese necesario y debido a que muchas anomalias fetales
mayores también son diagnosticadas en esta semana de gestacion. Se elige la semana
13’6 como limite méaximo, primero, para poder ofrecer a la paciente en el primer
trimestre en caso de portar un feto afecto la posibilidad de interrumpir el embarazo,
segundo porque después de la semana 14 el acimulo excesivo de liquido nucal en fetos
cromosdmicamente anormales disminuye conforme avanzan las semanas de gestacion y
en tercer lugar debido a la posicion que ocupa el feto, después de la semana 13 hace mas

dificil obtener una imagen apropiada para la medicion de la TN.

Un aumento de la TN se describio por primera vez como una medida mayor que
el percentil 95 (2.5 mm). Sin embargo, informes recientes han puesto de manifiesto, que
resultados clinicamente adversos son mucho mas comunes con una TN que supera un
umbral establecido de 3.5 mm, una medida que, representa el percentil 99 (Souka et al.,

2005).

Cuando la gestante presente una TN fetal por debajo del percentil 99 (3.5 mm),
el riesgo individual de cada paciente resultara de la combinacion de la edad materna, de
los hallazgos ecograficos y de las concentraciones maternas de B-hCG libre y PAPP-A a
las 11-13+° semanas de gestacion, lo que ayuda a tomar una decision sobre si se realiza
o no la prueba invasiva. Unicamente con la TN la probabilidad de dar a luz a un recién
nacido sin anomalias mayores es alrededor del 97% cuando la TN esta por debajo del
percentil 95, y del 93% cuando la TN esta entre los percentiles 95 y 99. Un 1% de los
embarazos presenta una TN mayor de 3.5 mm. El riesgo de anomalias cromosdmicas
aumenta conforme aumenta la TN en un 20% para una TN de 4.0 mm, al 33% para una
TN de 5.0 mm, el 50% para una TN de 6.0 mm, y el 65% para una TN mayor o igual a
6.5 mm (Souka et al., 2009).
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La mediana y el percentil 95 en un feto con LCC de 45 mm son de 1.2 y 2.1 mm
y los valores respectivos con LCC de 84 mm son de 1.9 mm y 2.7 mm. El percentil 99
no se modifica de forma significativa en funcion de la LCC y oscila alrededor de 3.5. El
aumento de la TN se define como un valor superior al percentil 95 y el término se
utiliza de manera indistinta para una colecciéon de liquido tabicada o no o para un
incremento limitado al cuello o que afecte a todo el cuello o que afecte a todo el feto

(Souka et al., 2009).

En alrededor del 1% de los embarazos se detecta una TN fetal superior a 3.5
mm. El riesgo de presentar defectos cromosomicos es muy elevado y aumenta desde
alrededor del 20% en fetos con grosor de la TN de 4 mm, hasta el 33% en fetos con
grosor de la TN de 5 mm, el 50% cuando el grosor de la TN alcanza 6 mm y el 65%
cuando el grosor de la TN alcanza 6.5 mm o supera este valor. Kagan y colaboradores
(2009b), muestran la distribucion del grosor de la translucencia nucal con respecto a la
longitud craneo-caudal en fetos con trisomia 21 en los distintos percentiles (Souka et al.,

2009) (Figura 9).
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Fetal nuchal translucency thickness (mm)

45 50 55 60 65 70 75 80 85

Crown—rump length (mm)

Figura 9. Distribucion del grosor de la translucencia nucal con respecto a la LCC en
fetos con trisomia 21. Por comparacion, se muestran los percentiles 5, 50, 95 y 99 de la

translucencia nucal de fetos euploides (Kagan et al., 2009b).
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En consecuencia, la primera linea para el manejo de estos embarazos debe
consistir en la evaluacion del cariotipo fetal. En el grupo con cromosomas normales se
debe llevar a cabo una ecografia detallada con ecocardiografia fetal entre las 14 y 16
semanas para determinar la evolucion de la TN y para diagnosticar o excluir muchas

anomalias fetales.

La persistencia del aumento de la TN, sin una etiologia especifica en la ecografia
que se realiza entre las 14 y las 16 semanas, o su evolucion a edema de nuca o hidrops
fetal a las 20 semanas aumentan la posibilidad de que exista una infeccion congénita o

un sindrome genético.

1.1.4. Marcadores ecograficos secundarios en el primer trimestre de
gestacion.

Gracias a los avances en estudio ecografico en los ultimos 20 afios se ha

observado que existen otros marcadores ecograficos importantes ademas de la
translucencia nucal en el primer trimestre que son altamente sensibles y especificos para
la deteccion de la trisomia 21 y otras anomalias cromosdmicas. La adicion de estos
nuevos marcadores secundarios al screening combinando del primer trimestre mejora
las tasas de deteccion en el 93-96% y disminuye la tasa de falsos positivos del 2.5%
(Maiz et al., 2009; Kagan et al., 2010; Sonek y Nicolaides, 2010; Nicolaides, 2011). Son
marcadores menores que también se asocian a una mayor incidencia de anomalias
cromosdmicas, como son la valoracién del hueso nasal (HN), ductus venoso (DV) y
regurgitacion tricuspidea (RT) (Ghaffari et at., 2012). El examen preciso de estos

marcadores requiere de operarios altamente cualificados y con experiencia para poder
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incorporarlos a los protocolos de cribado del primer trimestre, asi como de aparatos de

ecografia de alta resolucion.

La finalidad de estos marcadores secundarios es mejorar la precision de la
deteccion (Karadzov-Orlic et al., 2012), disminuyendo la practica de procedimientos
invasivos innecesarios no exentos de pérdida fetal en un 30% de los casos (Molina et

al., 2012).

La ecografia se realiza en el primer trimestre entre las 11-13°6 semanas de
gestacion, y tiene como mision ademas de fijar la edad gestacional a través del LCC,
detectar las alteraciones estructurales y analizar los marcadores ecograficos de
anomalias cromosOmicas tempranamente y asi poder ofrecer la realizacion de una
prueba invasiva en el caso de diagnosticarse una anomalia fetal grave pudiendo
adelantar la interrupcion legal de la gestacion. Actualmente, los marcadores ecograficos
del primer trimestre son una herramienta de utilidad para seleccionar pacientes con

riesgo de anomalias cromosOmicas.
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1.1.4.1. Hueso nasal.

En 1866, Langdon Down observo que una caracteristica comun de los pacientes
con trisomia 21 era que presentaban poca elasticidad en la piel y su nariz era pequefia
(Down, 1866). Estudios ecograficos posteriores dilucidaron que la ausencia del hueso
nasal o hipoplasia nasal se asocia con el sindrome de Down (Figura 10). En la
actualidad se valora como un nuevo marcador fuerte para la deteccion de la trisomia 21
y otras anomalias cromosdémicas, que aumentaria la sensibilidad y especificidad
mejorando sustancialmente el rendimiento del cribado combinado del primer trimestre
(Cicero et al., 2001; McLennan et al., 2009; Masihi et al., 2014). Como marcador inico
tiene una tasa de deteccion de un 63.2% con una tasa de falsos positivos de un 3.4%

(Molina et al., 2012).

El hueso nasal fetal puede
visualizarse mediante ecografia a las 11—
1376 semanas de gestacion (Figura 11). En
su estudio, Cicero y colaboradores
concluyeron que su longitud no era lo
realmente relevante para la deteccion de la
trisomia 21 sino su presencia o ausencia, su
«” longitud es mas relevante posteriormente a
las 14 semanas (Cicero et al., 2002; Orlandi

et al., 2005).

Figura 10. Hueso nasal ausente

Su inclusion en el cribado del
primer trimestre combinado para la trisomia
21 logra una tasa de deteccion de un 90-
97% con una tasa de falsos positivos del
2.5-5% (Nicolaides, 2004; Cicero et al.,
2006).

Se han publicado numerosos

Figura 11. Hueso nasal presente. estudios y todos coinciden en que el hueso
nasal esta ausente en el 60% de fetos que

presentan trisomia 21 y tan solo en un 2-3% de estos casos en los que el hueso nasal esta
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ausente corresponde a fetos euploides. Para la trisomia 18 el hueso nasal esta ausente en
el 50% de los casos y en un 40% en fetos que presentan trisomia 13 (Sonek et at., 2003;
Nicolaides, 2004; Kagan et al., 2009a; Ghaffari et al., 2012; Karadzov-Orlic et al.,
2012).

La utilizacion del hueso nasal como marcador ecografico secundario en el
primer trimestre también tiene el inconveniente de su gran variabilidad étnica ya que su
ausencia es mucho mas frecuente en poblacion negra o asidtica que en caucasianos
(Suwanrath et al., 2013). Por lo tanto, a la hora de calcular cocientes de probabilidad en
el cribado de la trisomia 21, deben realizarse ajustes que tengan en cuenta estos factores

de confusion (Cicero et al., 2003a).

1.1.4.2. Ductus venoso.

El ductus venoso es un vaso Gnico que mide de 2 a 3 mm a las 11-13+° semanas
de gestacion. Su funcion es dirigir la sangre oxigenada desde la vena umbilical hacia la
circulacion cardiaca y cerebral. Presenta una morfologia caracteristica, con tres ondas
tipicas de todos los vasos pulsatiles (Figura 12): sistole ventricular (S), diastole
ventricular (D) y sistole auricular (A). La onda del ductus tiene una forma caracteristica,
presenta una alta velocidad durante la sistole y didstole ventricular y un flujo positivo
(normal) durante la sistole auricular. La onda-a es reversa y se considera como anormal

(Figura 13). La funcién del ductus venoso es dirigir la sangre oxigenada al cerebro fetal.

Figura 12. Componentes de la onda de velocidad de flujo del Ductus Venoso.
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Figura 13. Flujo reverso en el ductus venoso en un feto con trisomia 21 a las 12

semanas de gestacion (Maiz et al., 2009)

La obtencién de un Doppler adecuado de ductus no es facil, su onda de flujo
Doppler puede ser confundida con la de las venas hepaticas o vena cava inferior y
considerarse erroneamente alterado. Por esto debe ser realizado por personas

cualificadas.

La evaluacion del conducto de flujo venoso mejora el rendimiento de Ia
deteccidon de anomalias cromosomicas en el primer trimestre. Patrones de flujo
sanguineo inapropiado del doppler del ductus venoso en el primer trimestre
corresponden a un mayor riesgo de anomalias cromosomicas (Florjanski et al., 2013).
La onda-a reversa del ductus se observa en el 3% de los fetos euploides y en
aproximadamente 65%, 55%, 55% y 75% de los fetos con trisomias 21, 18, 13 y
sindrome de Turner respectivamente (Maiz et al., 2009; Kagan et al., 2010; Molina et
al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012; Ghaffari et al., 2012). Ademas de asociarse con
anomalias cromosomicas, el flujo anormal del ductus se asocia con defectos cardiacos y

muerte fetal (Murta et al., 2002; Toyama et al., 2004).

1.1.4.3. Regurgitacion tricuspidea.

Hablamos de regurgitacion cuando el flujo sanguineo va en direccion opuesta a
la normal, es decir, del ventriculo a la auricula a través de las valvulas. La valvula
tricuspidea separa el ventriculo derecho de la auricula derecha y cuando el flujo
sanguineo va en direccion opuesta a la normal hablamos de regurgitacion tricuspidea. El

flujo sanguineo a través de la valvula tricuspidea produce una onda caracteristica que
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puede ser normal o anormal (regurgitacion) (Figura 14). Es un marcador de defectos

cardiacos y estd muy asociada con anomalias cromosdmicas, especialmente la trisomia

21.

Figura 14. Regurgitacion tricuspidea en el primer trimestre de gestacion.

A las 11-13"° semanas se encuentra regurgitacién tricuspidea en el 4.4% de fetos
cromosdmicamente normales y en aproximadamente el 56%, 30%, 30% de fetos con
trisomia 21, 18 y 13 respectivamente (Kagan et al., 2010; Molina et al., 2012; Ghaffari
et al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012). Aun asi, la gran mayoria de fetos con onda
anormal son normales y los embarazos, se producen con resultados favorables (Falcon

et al., 2006; Kagan et al., 2009¢).

En su estudio, Fabiola y colaboradores examinaron la valvula triscipide en 718
pacientes y encontraron regurgitacion tricuspidea en un 8.5% de fetos
cromosOmicamente normales, un 65.1% de fetos con trisomia 21 y aproximadamente el
50% con trisomia 18 o 13 (Faiola et al., 2005). El estudio también ha demostrado que,
en primer lugar, la prevalencia de la RT disminuye con la gestacion, aumenta con la TN
y es sustancialmente mayor en aquellos que presentan un defecto cardiaco. En las
semanas de gestacion 11-13™, hay una alta asociacion entre la RT vy la trisomia 21 asi
como otros defectos cromosomicos. La prevalencia de la RT aumenta con la TN fetal y

es mayor en los que tienen un defecto cardiaco.

Un ecografista fetal experimentado puede obtener vistas adecuadas para la
evaluacion de la valvula tricispide en mas del 95% de los casos a las 11-1376 semanas

de gestacion (Falcon et al., 20006).
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1.2. CALCULQ DE RIESGO PRENATAL DE ANOMALIAS
CROMOSOMICAS.

La mayoria de las cromosomopatias aumentan con la edad materna siendo mas
significativo a partir de los 35 afios seglin el metaanalisis publicado en 1987 por Cuckle,
Wald y Thompson (Cuckle et al., 1987) a través del cual pudo establecerse el riesgo
especifico para trisomia 21 de los 18 a los 50 afios de edad materna. La probabilidad
que presenta una embarazada de tener un feto afectado por una anomalia cromosémica
depende de la edad materna y edad gestacional y se le denomina —Fiesgo a priori”. Este
se multiplica por una serie de cocientes de probabilidad que dependen del resultado de
las pruebas de cribado que se realicen durante la gestacion. En el caso del sindrome de
Down el riesgo de tener un bebé afecto aumenta con la edad materna y disminuye a
medida que la gestacion avanza debido a que los fetos con defectos cromosdémicos

tienen un riesgo elevado de muerte intrattero.

Los valores obtenidos de los marcadores bioquimicos se expresan en multiplos
de la mediana (MoM) para conseguir un mejor ajuste a una curva de Gauss debido a que
estos marcadores siguen distribuciones gaussianas. Para el calculo de los MoM hay que
conocer las medianas de cada marcador calculada a partir de un minimo de 100
muestras de gestantes no portadoras de fetos aneuploides para cada momento de la
gestacion en el que habitualmente se determinan. Con estas medianas calculadas en
cada semana de gestacidbn se obtiene una curva de regresion que se expresa
matematicamente mediante funciones polindmicas. Para el calculo de los MoM de cada
marcador se divide el valor obtenido del marcador entre el valor de la mediana
calculada para la edad gestacional. Para verificar que el cdlculo de las medianas y la
conversion a MoM se han realizado correctamente la mediana de los MoM para una
muestra amplia de gestantes debe ser igual a 1. La transformacion en MoM de los

parametros bioquimicos del laboratorio se realiza mediante un programa informatico.
Entendemos como marcador de aneuploidia aquel que presenta diferencias

cuantitativas o cualitativas estadisticamente significativas entre los fetos afectados por

una anomalia cromosdmica y aquellos que no lo estan (Figura 15).
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El cociente de probabilidad de una determinada medida ecografica o bioquimica
se calcula segtn la distribucioén poblacional gaussiana dividiendo el porcentaje de fetos
cromosOmicamente anormales entre el porcentaje de fetos cromosomicamente
normales. El cociente de probabilidad es una forma de describir el comportamiento de
una prueba de cribado y contiene la misma informacion que la sensibilidad-
especificidad por lo que puede utilizarse para estimar la probabilidad de afectacion a
partir del resultado de dicha prueba (Programa para el screening de sindrome de Down,
2001). Cada uno de estos marcadores ecograficos esta asociado a un cociente de
probabilidad que puede multiplicarse por el riesgo a priori para calcular el nuevo

riesgo.

Likelihood ratio= (A+B) /B

Figura 15. Proporcion de casos afectados y no afectados por encima de cierto limite
representan la tasa de deteccion y tasa de falsos positivos (Programa para el screening
de sindrome de Down, 2001).

El riesgo a priori se multiplica por el cociente de probabilidad de cada prueba
bioquimica o ecogréafica para calcular un nuevo riesgo a posteriori. Este cribado
secuencial requiere que las diferentes pruebas sean independientes entre si y se expresa
como un indice de probabilidad de 1 entre el resultado de dicho producto (Nicolaides,

2011).

Existen unos margenes relativamente estrechos para los que la sensibilidad y
especificidad son Optimos y, a partir de los cuales, para obtener pequefios aumentos en

la capacidad de deteccion son necesarios importantes incrementos en la tasa de falsos
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positivos. Estos margenes se pueden calcular mediante las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic Curve o curva de caracteristicas operativas) que se construyen
representando la sensibilidad (verdaderos positivos) en el eje de ordenadas y
especificidad (falsos positivos) en el eje de abscisas asi, para una prueba en concreto, se

puede calcular la sensibilidad y especificidad con cada punto de corte.

1.3. ANOMALfAS CROMOSOMICAS.

Un porcentaje elevado de nacimientos presenta alguna anomalia en los
cromosomas, aproximadamente entre en un 0.6%-1% de los nacidos vivos y en un 6%
de los nacidos muertos (SEGO). Mas de un 50% de mujeres embarazas que sufren un
aborto espontdneo en el primer trimestre son producto de una anomalia cromosémica.
Estas anomalias se originan por alteracion en el numero o estructura de los cromosomas
constituyendo un grupo importante de defectos congénitos. Las anomalias
cromosOmicas se clasifican en numéricas o estructurales y afectan tanto a los

cromosomas autosdmicos como sexuales (Nussbaum et al., 2008; Jorde et al., 2012).

1.3.1. Anomalias cromosémicas estructurales.

Las anomalias estructurales son aquellas que afectan a la estructura de los
cromosomas, se producen como consecuencia de roturas cromosomicas seguidas de
reconstitucion en una combinaciéon andémala. Este tipo de anomalias pueden ser
equilibradas (balanceadas) si mantienen el complemento cromosémico normal y
desequilibradas (desbalanceadas) si existe pérdida o ganancia de material (Nussbaum et

al., 2008; Jorde et al., 2012).

Las anomalias cromosOmicas estructurales equilibradas (Figura 16) como las
translocaciones e inversiones carecen de manifestaciones fenotipicas, debido a que
presentan todo el material cromosdmico aunque este organizado de forma diferente. Los
individuos portadores de anomalias equilibradas son individuos sanos pero tienen una
mayor probabilidad de transmitir a sus hijos una anomalia cromosdmica, dando lugar a

cariotipos anormales desequilibrados (Figura 17) (Jorde et al., 2012).
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Figura 16. Cariotipo que presenta una poblacion celular uniforme de 46 cromosomas de
sexo masculino. Se observa una translocacion reciproca entre los brazos largos de un
cromosoma 4, con el punto de rotura q33, y los brazos largos de un cromosoma 22, con
un punto de rotura q13.1. Cromosoma 22q13. Translocacion aparentemente equilibrada

4;22. Férmula cromosdémica: 46, XY t(4;22)(q33;q13.1).

Las translocaciones robertsonianas implican dos cromosomas acrocéntricos que
se fusionan cerca de sus regiones centroméricas y pierden los brazos cortos que no
portan informacion genética esencial (dos cromosomas no homologos y los brazos
largos se unen por el centrémero formando un cromosoma unico). Este tipo de
translocacion se limita a los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22. El cariotipo equilibrado
resultante tiene 45 cromosomas con el cromosoma translocado que, de hecho, esta
compuesto por los brazos largos de los cromosomas. Hay dos relativamente frecuentes
que ocurren entre los cromosomas 14 y 21, el brazo largo del cromosoma 21 y el brazo
corto del cromosoma 14 intercambian sus posiciones (13ql4q y 14q21q). A pesar de
que un portador de una translocacion robertsoniana sea fenotipicamente normal existe el
riesgo de que produzca gametos desequilibrados y por tanto, de que tenga descendencia
anormal. Cuando el portador de una translocacion produce gametos, el cromosoma de

translocacion puede segregarse de tres maneras diferentes (Pierce, 2009):

1. El cromosoma de translocacion puede separarse de los cromosomas 14 y

21 normales en la anafase I de la meiosis (figura 17a). En este tipo de
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segregacion la mitad de los gametos tendra el cromosoma de
tranlocacion y ninguna otra copia de los cromosomas 14 y 21: la fusion
de este tipo de gameto con un gameto normal dard origen a un portador
de translocacion. La otra mitad de los gametos producidos por este tipo
de segregacion serd normal, cada uno con una Unica copia de los

cromosomas 21 y 14, por lo que produciran una descendencia normal.

El cromosoma de translocacion puede separarse del cromosoma 14 y
pasar a la misma célula con el cromosoma 21 normal (figura 17b). Este
tipo de segregacion produce solo gametos anormales: la mitad tendra dos
copias funcionales del cromosoma 21 (una normal y otra unida al
cromosoma 14) y la otra mitad carecera del cromosoma 21. Los gametos
que poseen las dos copias funcionales de cromosoma 21 produciran
descendencia con el sindrome de Down: los gametos que carecen del
cromosoma 21 producirdn descendencia con el sindrome de Dow; los
gametos que carecen del cromosoma 21 producirdn cigotos con

monosomia 21 y se abortardn en forman espontanea.

En el tercer tipo de segregacion, el cromosoma de translocacion y la
copia normal del cromosoma 14 se segregan juntos y el cromosoma 21 se
segrega por separado (figura 17c). Se supone que este patron es poco
frecuente debido a que ambos centromeros provienen del cromosoma 14
y, por lo general, se separan uno del otro. En cualquiera de los casos
todos los gametos producidos mediante este proceso son anormales: una
mitad producen monosomia 14 y la otra mitad trisomia 14 y en estos
casos abortan de manera espontanea. Asi, solo tres de los seis tipos de
gametos que pueden ser producidos por el portador de una translocacion
dardn como resultado el nacimiento de un nifio y teéricamente, estos
gametos apareceran con la misma frecuencia. Un tercio de las
descendencia del portador de una translocacion deberia ser portador de
una translocacion como sus progenitores, un tercio deberia presentar el
sindrome de Down y un tercio deberia ser normal, sin embargo, en
realidad menos de un tercio de los nifios nacidos portadores de

translocacion presentan sindrome de Down, lo que sugiere que algunos
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de los embriones con sindrome de Down abortan de modo espontanco

(Figura 17) (Pierce, 2009).

¢ . N ™
Generacion P padre BB &l padre que es portador de una Padre portador de
normal translpcacion 14-21 es normal. una translocacion
" I H L5 gametagénesis produce I |
21 14 Qametos en estas combinacia- 21 1421 14
| nes cromosdmicas posibles . translocacian
Gametogénesis Gametogénesis
(a) \E (b) ©

Cametos | | | | I I | 1 I

14-21 2 14 14-21 21 14 14-21 14 2l

\ s | | | | | |

. ; } f i f ;
Generacidn F, \

aaneos || | oes [T T T LT

Portadaor de Normal Sindrome  Monosomia 21 Trisomia 14 Manosomia 14
translacacion de Down (aborto) {aboro) {abarto)
. 4
¥
&yde los nacidos vivas 14 de los nacidos vivos i )
Siun indwiduo normal se o tercios de su descendendia serdn sanos B . pero un oo A Otras cambinaciones
aparea con el portadar de y normales -inclusa los portadores de padecera el sindrome cromosdmicas producen abortas.
una translacacian... transhocacién-.. de Down,

Figura 17. Portadores de translocaciones tienen un mayor riesgo para la produccion de
los nifios con sindrome de Down (Pierce, 2009).

Las anomalias estructurales desequilibradas son: las deleciones, duplicaciones,
cromosomas marcadores y en anillo, isocromosomas, cromosomas dicéntricos,
cromosomas acéntricos y anillos. El fenotipo en este tipo de reordenamientos suele ser
anormal. La duplicacion de un cromosoma origina una trisomia parcial mientras que
una delecion produce una monosomia parcial. Cualquier cambio que distorsione el
equilibrio normal de genes funcionales puede ocasionar un desarrollo anormal.

(Nussbaum et al., 2008).

1.3.2. Anomalias cromosémicas numeéricas.

La aneuploidia es la anomalia cromosémica numérica mas comun en los seres
humanos y la principal causa genética de defectos congénitos de nacimiento y abortos
espontaneos. Consiste en una modificacion del nimero normal de cromosomas ya sea

por la pérdida o ganancia de alguno de los cromosomas. Se dice trisomia (2n+1) cuando
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existen tres copias de un cromosoma del mismo par en lugar de dos que es lo normal, en
caso de una monosomia (2n-1) existe una sola copia del cromosoma. La nulisomia es la
pérdida de ambos miembros de un par de cromosomas (2n-2) y la tetrasomia es la
ganancia de dos cromosomas homoélogos (2n+2) (Nussbaum et al., 2008). La poliploidia

es la presencia de un grupo completo de cromosomas extras en una célula (Figura 18).
L 0@ \
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Figura 18. Cariotipo que presenta una poblacion celular uniforme de 69 cromosomas de
sexo femenino, observandose triploidia. Férmula cromosdémica: 69, XXX

Las aneuploidias mas comunes son las relacionadas con los cromosomas
sexuales y son el sindrome de Turner y el sindrome de Klinefelter. Las aneuploidias
autosOmicas son menos frecuentes tal vez porque no existe un mecanismo de
compensacion de la dosis en los cromosomas autosémicos. La mayoria sufren un aborto
espontaneo a excepcion de cromosomas pequefios como es el caso del cromosoma 21

(Pierce, 2009).

La aneuploidia autosdmica mas comun es la del cromosoma 21 también llamado
sindrome de Down. Se sabe que el cromosoma 21 es un cromosoma pequefio y pobre en
genes y que posee una elevada proporcion de secuencias AT en relacion a secuencias
GC. La deteccion del sindrome de Down es objetivo prioritario en el diagnostico
prenatal de cromosomopatias dado el retraso mental que conlleva y a su elevada

supervivencia postnatal. Le sigue en frecuencia la aneuploidia del cromosoma 18 y 13.
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1.3.2.1. Trisomia 21
(Sindrome de Down).

En al ano 1866, John
Langdon Down describe por
primera vez clinicamente el
sindrome de Down aunque no
olvidemos que no se conocian aun
las bases genéticas y moleculares

que lo originaban. Fue Jerome

“ ' Lejeune un genetista Francés quien

Nifia con Trisomia 21 (Weijerman et al., 2010). en 1959 asocié el sindrome de

Down con una alteracion
cromosomica al descubrir un cromosoma adicional en el par 21 en células de individuos
afectos, es la aneuploidia autosémica mas comun compatible con la vida que afecta a
uno de cada 750 nacidos vivos (Roper y Reeves, 2006). Debido a su alta incidencia se
ha adoptado un programa de cribado en todos los hospitales para su deteccion precoz.
La edad es un factor de riesgo muy importante (Strauss et al., 2013) siendo la incidencia
mucho mayor a partir de los 35 o mas afos (Roizen y Patterson, 2003; Morris et al.,
2003; Wiseman et al., 2009). El sindrome de Down tiene una letalidad de un 30-40%.
La longevidad no es muy elevada y su expectativa de vida es alrededor de 40 afios
(Stewart, 2004) aunque en las ultimas décadas ha aumentado considerablemente la
esperanza de vida de los nifios con sindrome de Down gracias a la atencion médica y

mejora en los tratamientos.

El sindrome de Down es el resultado de una triplicaciéon de una banda del
cromosoma 21 (Hsa21) llamada 21q22, esta triplicacion puede ser total, debido a la
presencia de un cromosoma extra 21 completo (Figura 19) o parcial como consecuencia
de una translocacion (Figura 20) (Patterson, 2009). El fenotipo del sindrome de Down
presenta una expresividad y una penetrancia muy variable en cada individuo

(Letourneau y Antonarakis, 2012).
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Figura 19. Cariotipo que presenta una trisomia 21 completa. El sindrome de Down se
caracteriza por presentar tres copias del cromosoma 21.
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Figura 20. Cariotipo que presenta una trisomia 21 por translocacion robertsoniana no
balanceada 14;21.
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El Sindrome de Down ocurre como consecuencia de tres mecanismos diferentes:
» 95% de los casos es originado por el fenomeno de la no disyuncion
meiotica presentando un cromosoma extra en el par 21.

» 3%-5% es debido a una translocacion robertsoniana entre los
cromosomas 14y 21.
» 2-3% se debe al mosaicismo cromosoémico representando una forma

menos severa.

Para diagnosticar el sindrome de Down basta con un anélisis de los cromosomas
a través de la tecnologia QF-PCR vy cariotipado de las células del feto obtenidas a través

de pruebas invasivas cuando existan factores de riesgo asociados.

Gracias a la identificacion y caracterizacion de los genes del cromosoma
humano 21 (Hsa 21) se pudo comprender mejor la base molecular del sindrome de
Down. Los primeros estudios argumentaban que existia una region critica del Sindrome
de Down -DSCR” (Korenberg et al., 1991; Delabar et al., 1993), un pequeiio segmento
del Hsa2l que contiene los genes responsables de muchas de las caracteristicas del
sindrome de Down, esta teoria dominé el campo de la investigacion del sindrome de
Down durante muchos afios. Esta region se extiende unas 5.4 Mb conteniendo 33 genes
y se le asocian muchas de las caracteristicas fenotipicas del sindrome de Down como
son la talla baja, el retraso metal, cara plana y la hipotonia muscular (Korenberg, 1991;

Nikolaienko et al., 2005; Roper y Reeves, 2006; Lyle et al., 2009).

Esta teoria argumenta que los genes de esta region son suficientes para producir
los rasgos fenotipicos del sindrome de Down cuando existe un cromosoma extra
completo en el par 21. Afios mas tarde, se analizaron casos de trisomia parcial,
realizando un estudio genético mas exhaustivo, demostrandose que existen regiones
diferentes del cromosoma 21 que contribuyen a sus caracteristicas fenotipicas. Esto
contradice la hipotesis de la region critica del sindrome de Down (DSCR) como tUnica
responsable de las caracteristicas fenotipicas de este sindrome. Se ha llegado a la
conclusion de que el sindrome de Down es una enfermedad genética muy compleja en

la que intervienen multitud de genes (Korbel et al., 2009; Lyle et al., 2009).
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Se han descrito el papel de muchos genes dentro de la region critica del
sindrome de Down, los genes DSCR1 y DYRKI1A han sido los mas estudiados por
presentar una actividad sinérgica entre ambos. El gen DYRKIA codifica la proteina
Dyrk1A, que es una enzima con funciones protein quinasa, incorporando grupos fosfato
a distintas proteinas que se encuentra tanto en el citoplama como en el ntcleo de las
células, por ello participa en una gran variedad de funciones fisiologicas. Una de las
proteinas a la que fosforila es a un factor de transcripciéon llamado NFAT (Factor
Nuclear de células T Activadas), que al ser fosforilado no puede penetrar en el ntcleo
de la célula o es expulsado de ¢él, no pudiendo ejercer su accion facilitadora de la
transcripcion para sintetizar proteinas. La actividad fosforilante de DyrklA es
compensada o equilibrada por la acciéon contrapuesta de la calcineurina, que es una
fosfatasa y como tal sustrae grupos fosfato, estableciéndose un equilibrio entre ambas.
La calcineurina es inhibida por la calcipresina 1, una proteina codificada por el gen
DSCRI1, eso rompe el equilibrio porque si la calcineurina esta inhibida, se incrementara
la actividad fosforilante de la quinasa DYRKIA, y con ello habrd una mayor
fosforilacion del NFAT y disminuird su capacidad de mantenerse en el nucleo y no
podra ejercer su accidn transcriptora para la sintesis de ciertas proteinas. Ese
desequilibrio puede alterar gravemente los procesos de desarrollo en las células de
ciertos oOrganos. En definitiva, el gen DSCR1 ayuda a, o sinergiza con, el
gen DYRK1A ya que consigue, por mecanismos distintos, el mismo efecto final:
favorecer la fosforilacion del NFAT. Si, como ocurre en la trisomia 21, hay
sobreexpresion de esos dos genes, el resultado final sera una hipertrofia del proceso de
fosforilacion y, por consiguiente, una inhibicion excesiva en la actividad transcripcional
del NFAT (Arron et al., 2006), que podria contribuir tanto a las anomalias neuronales
como cardiacas en el sindrome de Down. Los ratones que mediante ingenieria genética
expresaban DYRKIA y DSCRI1 en niveles elevados tenian un desarrollo del corazon
anormal similar a los problemas cardiacos congénitos que se observan en los individuos

con sindrome de Down (Belichenko et al., 2007; Wiseman et al., 2009).

Olson y colaboradores (2004), realizaron un estudio con ratones para determinar
st los genes dentro de la region critica eran los Unicos responsables de las caracteristicas
del sindrome de Down. Demostraron que el sindrome de Down, no se debe a un tinico

gen sino a una interaccion entre multiples genes. Estos genes se encuentran afectados
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interactuando de manera compleja cuando el cromosoma 21 presenta un cromosoma

extra.

La presentacion fenotipica de las caracteristicas de los individuos con sindrome
de Down es muy compleja y diferente en cada uno de ellos. El principal problema del
sindrome de Down es el retraso mental, su coeficiente intelectual suele estar en 50.
Otras caracteristicas comunes son: rasgos faciales muy caracteristicos, cuello corto y la
piel de la nuca abundante. La estatura de los adultos esta alrededor de los 150 cm. Nariz
y orejas con implantaciéon baja, hendiduras palpebrales inclinadas hacia arriba,
pabellones auriculares pequefios. Manos cortas, anchas y aproximadamente un 50%
presentan un pliegue flexor marcado en sus palmas (pliegue simiano) y mefique

incurvado (clinodactilia) (Nussbaum et al., 2008).

Los individuos con sindrome de Down se caracterizan por presentar un deterioro
cognitivo conforme avanza la edad de la persona de un grupo de neuronas localizadas
en el telencéfalo. A estas neuronas se les denomina neuronas colinérgicas del
telencéfalo basal (NCTB). Estas neuronas envian sus prolonaciones o axones para
conectar y activar a otras que se encuentran en el hipocampo contribuyendo a mantener
algunos apectos de la actividad cognitiva, como puede ser la memoria semantica y
concretamente la episddica (Salehi et al., 2006). La mayoria de personas con sindrome
de Down desarrollan a una edad joven la neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer
(Costa, 2012), lo que ocurre es una degeneracion progresiva de las neuronas NCTB, se
piensa que es debido a la trisomia de los genes del cromosoma 21, al presentar un
exceso de actividad de algunos de los genes de este cromosoma 21. Uno de los genes
candidatos para el desarrollo de esta neuropatologia temprana es el gen APP,
responsable de la formacion de la proteina pre-amiloide (APP), esta proteina origina
otra proteina la P-amiloide (AP) que es el principal constituyente de las placas de
amiloide en la enfermedad de Alzheimer. Tanto mutaciones como duplicaciones del gen
APP se asocian al inicio temprano de dicha enfermedad (Salehi et al., 2006; Shi et al.,

2012).

La hipotonia muscular es otra de las caracteristicas que presentan los individuos

con sindrome de Down. Se han estudiado dos regiones del Hsa21 que cuando estan
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presentes en tres copias provocan este problema, es una region de 37.4 Mb a 38.4 Mb y

una segunda region de 46.5 Mb (Lyle et al., 2009).

Una de las causas de la alta morbilidad y mortalidad infantil en personas con
sindrome de Down es que tienen un riesgo elevado de padecer ciertas enfermedades.
Los problemas respiratorios son responsables de la mayor parte de la morbilidad y
hospitalizacion en nifios con sindrome de Down asi como los defectos congénitos del
tracto gastrointestinal que estan presentes en el 4-10% de estos nifios y desempefian un
papel importante en la morbilidad durante el primer afo de vida. Entre un 40-61%
presentan malformaciones cardiacas congénitas (Freeman et al., 2008). La
malformacion cardiaca mas comun es el defecto del septo auriculoventricular (Barlow
et al., 2001). Existe una region critica cardiaca de 1.77 Mb desde el gen DSCAM
(Down Syndrome Cell Adhesion Molecule) a ZNF295 responsable de los defectos
cardiacos (Korbel et al., 2009).

Las personas con sindrome de Down tienen un riesgo 18 veces mayor de
desarrollar leucemia en comparacion con la poblacion que no presenta esta trisomia

(Wechsler et al., 2002; Bercovich et al., 2008).

Un estudio reciente publicado en Nature por Letourneau y colaboradores (2014)
argumentaron que el cromosoma extra presente en el sindrome de Down puede afectar a
la regulacion transcripcional mas alla del propio cromosoma 21. En este articulo
estudiaron el caso de un par de gemelos monozigdticos, en los cuales uno de los
gemelos presentaba un cromosoma 21 adicional y el otro no, una inusual circunstancia
ha permitido estudiar de forma aislada los efectos del sindrome de Down en la
expresion génica en dos individuos genéticamente idénticos y que como resultado han

descubierto que la trisomia 21 puede afectar a otros cromosomas.

Los investigadores han descubierto que en el gemelo con sindrome de Down, los
genes localizados en zonas del genoma de expresion normalmente elevada en
individuos que no presentan sindrome de Down, presentaban una expresion reducida,
mientras que los genes en territorios que normalmente tienen una expresion reducida,
mostraban una mayor expresion. Esto implica que en el sindrome de Down hay efectos

sobre la respuesta a la expresion génica que afectan a los demas cromosomas, en contra
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de la percepcion simplificada mantenida durante mucho tiempo de que el cromosoma

extra 21 era el tinico responsable de los sintomas.

Los investigadores examinaron las secuencias de ARN mensajero (ARNm) en
fibroblastos de la piel de ambos gemelos y encontraron 182 genes que variaron en los
niveles de expresion entre los gemelos, incluyendo algunos que codifican proteinas. La
expresion diferencial entre los gemelos se organiza en dominios a lo largo de todos los
cromosomas. Llamaron a este efecto sobre la expresion de determinados territorios
génicos “disfuncion de dominios de la expresion génica”, o GEDDs y sugirieron que
estos GEDDs interfieren con la habilidad de las células para regular la transcripcion,
posiblemente contribuyendo con copias adicionales de los genes que intervienen en la

regulacion génica.

Cuando los investigadores estudiaron estos dominios de la expresion Génica en
individuos no relacionados genéticamente, encontraron que la variacion de la expresion
génica entre individuos no emparentados era lo suficientemente acusada como para
enmascarar el efecto de la desregulacion, explicando por qué este efecto no fue
identificado antes, explicaron que la variacidn genética entre individuos podia
enmascarar los efectos de la trisomia sobre la expresion génica de otras regiones del

genoma.

Los investigadores sefialaron que la mera adicion de un pequefio trozo de ADN,
puede perturbar el transcriptoma entero, no sdlo alterdndolos, sino alterdndolos de
forma especifica y programada. Ademads, sefialaron que tal disturbio de regulacién

génica podria ser comun en otras anomalias cromosomicas y, posiblemente, el cancer.

Los autores, investigaron los cambios en la metilacion del ADN como una
posible causa del GEDDs, pero no encontraron cambios significativos en los patrones
de metilacion del ADN entre las células de cada gemelo. Los investigadores
correlacionan estos dominios disfuncionales con dominios asociados a la membrana

nuclear interna previamente identificados (Letourneau et al., 2014).
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1.3.2.2. Trisomia 18 (Sindrome de Edwards).

La trisomia 18 fue descrita por Edwards y colaboradores en 1960 (Edwards et
al., 1960), se trata de una anomalia cromosdémica que se asocia a la presencia de un
cromosoma extra 18, ya sea como tres cromosomas completos 18 (94% de los casos),
trisomia parcial 18q o trisomia 18 en mosaico (5% casos). Es la segunda aneuploidia
autosomica mas frecuente con una prevalencia de 1 en 8000 nacidos vivos (Cereda y

Carey, 2012; Chuchracki et al., 2012).

Ocurre como consecuencia de la no disyunciéon meiodtica durante la ovogénesis,
siendo mas comun la no disyuncion durante la meiosis II (MII). Su prevalencia aumenta

con la edad materna (Cereda y Carey, 2012).

El patrén clinico de la trisomia 18 se caracteriza por retraso grave del
crecimiento asociado a multiples malformaciones: orejas bajas, cuello corto, pies
deformes. Presentan problemas cardiacos congénitos (80-100% de los casos, siendo las
mas frecuentes canal atrioventricular, displasia polivalvular y atresia mitral),
insuficiencia respiratoria (hipoventilacion, aspiracion, u obstruccion de via aérea
superior), hipertonia, onfalocele, anomalias renales, hernia diafragmatica, espina bifida.
Malformaciones de las extremidades se da en un 5-10% de los casos (dedos en garra
muy importante para el diagnostico mediante ecografia, pies equino-varo). Infecciones
en el tracto urinario. Anormalidades estructurales del sistema nervioso central (apnea
que es la principal causa de muerte prematura, hipoplasia cerebral, agenesia del cuerpo
calloso, microgiria, hidrocefalia y mielomeningocele). Discapacidad psicomotriz e
intelectual con retraso en el desarrollo cognitivo. Mayor riesgo a sufrir alguna neoplasia.

En un 95% de los casos ocurre un aborto espontaneo (Witters et al., 2011).

Su supervivencia postnatal es escasa, ya que esta asociada a una alta letalidad
intrauterina. Aproximadamente el 50% de los bebés con trisomia 18 viven mas de 1
semana y el 5-10% de los nifios sobreviven mas alla del primer afio. Resumiendo, entre
1 de cada 10 a 1 de cada 20 bebés vive en su primer cumpleafios, el término utilizado

como "anormalidad letal" es inexacta, engafosa e inadecuada.
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Figura 21. A) Nifio con trisomia 18 completa en edad temprana B) Con un afio de edad.
En la actualidad tiene més de 2 afios de edad (Cereda y Carey, 2012).

Figura 22. Cariotipo que presenta una trisomia 18 completa.

1.3.2.3. Trisomia 13 (Sindrome de Patau).

El sindrome de Patau es una aneuploidia autosémica descrita por K. Patau y
colaboradores en 1960 (Patau et al., 1960). Tiene una prevalencia de 1 en 10000 a 1 en

20000 nacidos vivos.

Se debe a la presencia de un cromosoma extra 13 (Figura 23) como
consecuencia de la no disyuncion en la meiosis en un 80% de los casos y en un 20% de
los casos ocurre por translocacion desequilibrada. La trisomia 13 en mosaico es muy
poco frecuente ocurre solo en el 5% de los casos. Al igual que la mayoria de las
trisomias su prevalencia aumenta

con la edad materna. Tiene una alta ( ( ) ) % i ‘ ‘ ;. ;
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letalidad intrauterina. La esperanza
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fundamentalmente a mosaicismo

(Plaiasu et al., 2010; Peroos et al.,

2012 Figura 23. Cariotipo que presenta una trisomia 13
) completa.
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Se caracteriza por presentar multiples malformaciones fetales. Restriccion del
crecimiento intrauterino, cabeza pequefia, crdneo con microcefalia con frente inclinada,
ojos pequenos, labio leporino y paladar hendido, polidactilia en manos y pies,
malformaciones del sistema nervioso central (holoprosencefalia), retraso mental grave,
defectos cardiacos graves, anomalias renales, anomalias faciales, higroma quistico,

onfalocele (Nussbaum et al., 2008).

1.3.2.4. Monosomia X (Sindrome de Turner).

El sindrome de Turner es una aneuploidia de los cromosomas sexuales, descrita
por Henry Turner en 1838 (Turner, 1938). Tiene una prevalencia de 1 de cada 2500
hembras nacidas vivas y se asocia con la pérdida total o parcial del segundo cromosoma

sexual.

Resulta de la no disyuncion en la meiosis. En esta aneuploidia la pérdida del
cromosoma X (Figura 24) se atribuye al padre en el 75% de los casos. Otras causas son:
isocromosoma del brazo -
largo del cromosoma X $ :Q. & ( : ( ‘ ‘ ) ‘
enun 17% y en un 10% 1 2 3 ‘ 5
hay una deleccion del ‘ x
brazo corto del s‘ ’7 ‘ ‘a' 9‘ xm ‘ ‘11, ',,‘
cromosoma X. No se
asocia con la edad .13‘ .“‘ ’15. " i ié as
materna avanzada. Es

muy caracteristica la s ¥ - - ba _"

presencia de mosaicos

Figura 24. Cariotipo que presenta 45 cromosomas de Sexo

(30-40%). femenino, observandose un cromosoma X.

Es una de las anomalias mas comunes, sin embargo, presenta una elevada
pérdida fetal, solo el 1% de fetos sobreviven a largo plazo. Por lo tanto, es responsable

del 7-10% de todos los abortos espontaneos.

Presenta una amplia variedad de manifestaciones clinicas. La enfermedad

cardiovascular es la causa mas comun de muerte en adultos, otras caracteristicas son:
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insuficiencia gonadal, hipotiroidismo, alteraciones renales, hipercolesterolemia,
hipertension, problemas gastrointestinales, enfermedad hepatica, osteoporosis y
enfermedad gastrointestinal. Presenta unos rasgos dismorficos caracteristicos como
reduccion en la altura, cuello corto, micrognatia, linea de implantacion baja posterior,
cuarto metacarpiano corto, cuello plegado, linfedema de manos y pies, escoliosis, torax
ancho con pezones muy separados (Elsheikh et al., 2002; Bondy et al., 2007
Davenport, 2010).

1.8.2.5. Trisomia XXY (Sindrome de Klinefelter).

El sindrome Klinefelter es una aneuploidia de los cromosomas sexuales, descrito
por Harry Klinefelter en 1942 (Klinefelter, 1942), tiene una prevalencia de uno de cada

500 nacidos vivos varones.

Se caracteriza por la presencia adicional de uno o mas cromosomas X. El

cariotipo mas comin es 47, Figura 25. Cariotipo en el que se observan dos copias para

) el cromosoma X v una copia para el cromosoma Y.
XXY (Figura 25) aunque g
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existen otras variantes

a mosaicos € un 20% de los casos. La probabilidad de no disyuncion del cromosoma X
aumenta con la edad materna. Este sindrome presenta distintas variantes con fenotipos

muy variables: 47,XYY; 48,XXYY;48,XXXY;49,XXXXY.

Los varones con 47, XXY tienen caracteristicas fenotipicas muy variables: no
tienen dismorfologia facial evidente, por lo que no se distinguen de los otros chicos con
cariotipos normales Es la causa mas frecuente de fracaso testicular con testiculos
pequefios, ginecomastia, hipogonadismo, este sindrome se asocia a pacientes infértiles

ya que las células germinales no se desarrollan con normalidad, presentan oligospermia
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0 azoospermia. Suelen presentar cancer de mama en edad adulta. Presentan dificultades
sociales, de comportamiento y aprendizaje en la edad adulta, retraso en el lenguaje.
Tienen una estatura alta (brazos mas largos que las piernas), vello corporal escaso y las
proporciones corporales eunucoides, a menudo no son identificados hasta después de la

pubertad (Visootsak y Graham, 2006; Aksglaede et al., 2013; Groth et al., 2013).

1.4. MECANISMO DE LA NO DISYUNCION MEIOTICA COMO
CAUSANTE DE LAS ANEUPLOIDIAS.

El efecto de la edad materna avanzada sobre la incidencia de las aneuploidias ha
sido estudiado por muchos autores. Basandose en grandes muestras de ovocitos han
proporcionado evidencias de una correlacion directa entre el aumento de la frecuencia
de tener una aneuploidia y la edad materna avanzada, aclarando la contribucion de una
segregacion deficiente en las aneuploidias dependientes de la edad materna (Penrose,
1993; Angell, 1997; Rosenbusch, 2004; Pellestor et al., 2005; Jones, 2008; Allen et al.,
2009; Ghosh et al., 2009). En el caso particular de la trisomia 21 que es la condicién
aneuploide mas estudiada, el par cromosdmico 21 no se separa adecuadamente en una
de las dos divisiones de la meiosis (en general durante la meiosis I), cuando esto ocurre
y van juntos a una de las células hijas ocurre lo que conocemos como la “no
disyuncion” cromosomica (Figura 26). El ovocito resultante tendra 24 cromosomas en
lugar de 23. Entre un 10% y un 35% de aneuploidias en los seres humanos son causadas
por el mecanismo de la no disyuncion (Hassold et al., 1996; Angell, 1997; Hassold et
al., 2007; Novo Villaverde, 2007; Nussbaum et al., 2008).

A
24 22
O
B

XK

Metaphase | Anaphase | Metaphase I

Figura 26. A) Disyuncién cromosémica normal de la division de meiosis 1. B) No-
disyuncion de la meiosis I (Angell, 1997).
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La no disyuncién estd asociada a un fallo en el emparejamiento de los
cromosomas homologos y/o en los procesos de recombinacion (crossing over), en el
45% de los casos de la no disyuncién materna no habia procesos de recombinacion.
Todos estos hechos contribuyen a que aumente el riesgo de que falle la segregacion de
la pareja de cromosomas homologos durante la anafase I de la meiosis I (MI) y ambos
homologos vayan al mismo polo, mientras el polo opuesto quede vacio (la no
disyuncion produce gametos o células que contienen un cromosoma adicional y otros a
los que les falta un cromosoma) (Pierce, 2009) (Figura 27). Cuando dos cromatidas
hermanas no se separan en anafase de la meiosis II, se produce la no disyuncién en la

meiosis Il (MII) (Figura 27). La mayoria de los errores ocurren durante la fase de

meiosis I.
{a) No disyuncion en | |d melosls | {Jdl‘[lelub Cigotos (<) No disyuncion en la mitosis
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/ \ Trisémico |
dnwun (2n+1) No disyuncion
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Figura 27. A) No disyuncion en la meiosis I B) No disyuncion en la meiosis II (Pierce,
2009)

Se ha comprobado que también influye el sitio de intercambio en la no
disyuncion. Si ocurre cerca del teldémero 21q el riesgo de que aparezca la no disyunciéon
es mayor. En mujeres jovenes se ha comprobado que un intercambio cerca del telomero
21q es un factor de riesgo frecuente de no disyuncion en MI en el 80% de los casos

explicando que haya no disyuncidon en mujeres por debajo de los 35 afos, problema que
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se debe a fallos en los procesos de recombinacion. El riesgo de no disyuncion en
meiosis II aumenta si el intercambio ocurre cerca del centromero, es decir, algo que
ocurre en la MI puede influir en la no disyuncion en la MII, se puede decir por lo tanto
que algunos errores en la fase MII se inician en la MI (Oliver et al., 2008; Freeman et

al., 2009; Ghosh et al., 2009).

Las consecuencias de la no disyuncién en la meiosis I son diferentes a un error
en la meiosis II. Un error en la MI ocasiona que el gameto contenga ambos homologos
de una pareja de cromosomas. En cambio, la no disyuncion en la MII hace que el
gameto reciba dos copias de uno de los dos homdlogos de la pareja de cromosomas asi:
en la meiosis I, se produciran 2 gametos nulisémicos (sin ninguna copia de ese
cromosoma) y dos gametos disomicos (los gametos contienen un representante de
ambos cromosomas del par 21), los cuales llevaran una copia de cada cromosoma
homologo presente en la célula progenitora (es decir, son heterodisomicos). Por el
contrario, si la no disyuncion sucede en la meiosis II, tendremos 2 gametos normales, un
gameto nulisomico y un gameto disémico con dos copias idénticas (dos copias de uno
de los cromosomas 21) (isodisomico) (Figura 27A-B) (Novo Villaverde, 2007;
Nussbaum et al., 2008).

La no disyuncion en las aneuploidias deriva de errores, ausencia o alteracion en
la recombinacidon que ocurre mayoritariamente durante la meiosis de los ovocitos
maternos en un 90% de los casos y en un 10% de los casos en los espermatozoides
paternos (Freeman et al., 2007; Jones, 2008; Hassold y Hunt, 2009; Hulten et al., 2010).
Diversos estudios han demostrado que el aumento de la edad de la madre estd asociada
de manera especifica con los errores que aparecen durante la produccion de ovocitos
(ovogénesis) (Freeman et al., 2007; Turleau et al., 2010). La materna es la causa
predominante de las aneuploidias autosémicas 21, 18 y 13 y de trisomias como
47,XXX. La no disyuncidn paterna es la predominante en el origen de la monosomia
45,X0 y de la condicion 47,XYY y constituye cerca del 50% del origen de la
aneuplodia XXY. Esta diferencia de la no disyuncion entre los sexos esta relacionada
con la presencia del par XY en el varon, con una region pseudoautosdomica corta que
restringe la posibilidad de quiasmas y predispone la no disyuncién de los cromosomas

sexuales, sin tener relacion alguna con la edad.
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1.4.1. Causas de la no disyuncion.

A pesar de la importancia clinica de las aneuploidias apenas se conocen las
causas y los factores de riesgos asociados a lo no disyuncion. La edad materna avanzada
es el unico factor de riesgo claramente estudiado para que ocurra el fendmeno de la no
disyuncidon meidtica, sin embargo, se desconocen los mecanismos basicos que la causan

(Nicolaidis et al., 1998).

Existen varias hipotesis que intentan explicar la relacion entre la edad materna y
la no disyuncidn, una de ellas en la cual puede estar implicada en el mecanismo de la no
disyuncion con la edad materna es el largo tiempo durante el cual transcurre la meiosis
en la mujer. La meiosis se inicia en el feto femenino a las 11-12 semanas de su
gestacion cuando se da el emparejamiento de cromosomas, sinapsis y procesos de
recombinacion y se interrumpe durante afios en profase I (diploteno) hasta después de la
ovulacién en la mujer madura, este proceso de quinescencia se llama dictiotena, el
ovocito primario puede permanecer asi mas de cincuenta afios. Los componentes del
huso y otras estructuras requeridas para la segregacion cromosoémica pueden alterarse en
el periodo de detencion prolongada de la meiosis (Mueller y Young, 2001; Steuerwald
et al., 2007; Pierce, 2009). El ovocito completa la fase MI y progresa hacia la metafase
II, permanece en esta fase hasta que es fertilizado finalizdndose su proceso meiotico. En
el caso de la produccion de espermatozoides en el vardn es diferente, entran en meiosis
y pasan de un estado a otro sin que haya ninguna parada. Se piensa que en el caso de la
mujer este periodo de tiempo tan prolongado en el que la formacion de ovocitos
permanece parada esta relacionado con la no disyuncion materna en relacion a la
paterna. Conforme avanza la edad de la mujer se van acumulando distintos factores que
dan lugar a un agotamiento progresivo de los ovocitos facilitando el mecanismo de la no
disyuncion (Figura 28) (Warburton, 2005; Steuerwald et al., 2007; Hulten et al., 2008;
Oliver et al., 2008; Pierce, 2009; Hassold y Hunt, 2009).
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Figura 28. Ciclo de vida del ovocito humano. Hay varios puntos de tiempo diferentes
en los que pueden ocurrir eventos que aumentan la probabilidad de no disyuncion
meidtica en las mujeres de mayor edad (Hassold y Hunt, 2009).

La ausencia de recombinacion en la profase de la MI predispone a la no
disyuncion posterior. Este hecho no es sorprendente ya que los quiasmas que se forman
en la profase de la MI después de la recombinacion son responsables de mantener cada
pareja de cromosomas homoélogos juntos hasta que se produzca la separacion posterior
en la diacinesis. De esta forma, el fallo en la formacion de los quiasmas podria permitir
que cada pareja de homodlogos se separase prematuramente y se segregase después de
forma aleatoria en las células hijas. Los quiasmas que estan demasiado cerca de los
centromeros o de los telomeros favorecen los errores en la separacion de los
cromosomas homologos. Actualmente se piensa que la maquinaria que procesa los
quiasmas va perdiendo eficacia con los afios, por lo que los oocitos con quiasmas en
localizaciones "suboptimas" originan errores de disyuncion con mayor facilidad en
oocitos "viejos" que en oocitos "jovenes". Esto encaja bien con el hecho de que las

aneuploidias son mas frecuentes al aumentar la edad materna (Novo Villaverde, 2007).

En un estudio realizado por Lamb y colaboradores (Lamb et al., 2005), en el que
observaron los patrones de recombinacién de 400 casos -agrupados por edad materna-
que presentaban trisomia 21 por no disyuncion, observaron que actuaban multiples
factores, unos dependian de la edad materna y otros no. Al comparar el 34% de las
madres jovenes con el 10% de las madres de edad avanzada observaron como la meiosis
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funcionaba correctamente excepto cuando lo intercambios ocurrian cercanos al
centromero y teldémero. Concluyeron que la meiosis en mujeres de edad avanzada va
acumulando efectos ambientales relacionados con la edad dando lugar a mayores tasas

de errores relacionados con los patrones de recombinacion.

Existe otro estudio en el que se analizo la expresion de 8500 genes en ovocitos
de distintas edades. La edad del ovocito cambiaba la magnitud de expresion de los
genes relacionados con la regulacion del ciclo celular, estructura del citoesqueleto de la
célula, funcion mitrocondrial, dafio oxidativo, trafico de proteinas, respuesta al estrés
celular y la regulacion de la transcripcion. Se puede asi observar que conforme aumenta
la edad de la mujer su capacidad de fecundar disminuye y el riesgo de que aparezcan

alteraciones en la meiosis aumenta dando lugar a alteraciones en los cromosomas

(Oliver et al., 2008).

Estos hallazgos sugieren que existen otras causas ademds de la edad materna
avanzada para que ocurra el mecanismo de la no disyuciéon como son las propias de la

meiosis aunque son poco conocidos (Pacchierotti et al., 2007).

1.5. MOSAICISMO CROMOSOMICO.

Se habla de mosaicismo cromosdmico cuando en un individuo coexisten dos o
mas lineas celulares diferentes en su composicion genética. La mayoria de los
mosaicismos son aneuploidias y puede afectar a cualquier tipo celular incluyendo los
gametos. La causa es la no disyuncion en una division mitotica poscigotica temprana. El
mosaicismo se detecta mediante un estudio de los cromosomas a través del cariotipo
convencional y se describe como un porcentaje de las células examinadas. Representa
un problema serio en el consejo de diagndstico prenatal ya que es impredecible el grado
de afectacion que tendréd el individuo debido a su variabilidad fenotipica. Existe una
amplia gama de manifestaciones clinicas, algunos fetos exhiben las anormalidades

fenotipicas tipicas mientras que otros parecen normales (Nussbaum et al., 2008).

Se puede dar el caso de un feto con un cariotipo normal (linea celular normal) y

que la placenta presente mosaicismo para una trisomia que no aparece en el feto
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hablamos de mosaicismo confinado a la placenta. A pesar de que el feto sea
cromosOémicamente normal (diploide) esta situacion puede ocasionar que
fenotipicamente no lo sea, esto se debe a un fendmeno conocido como rescate trisomico
y consiste en que una concepcion trisdmica no viable es rescatada por pérdida de una de
las copias del cromosoma extra implicado en la trisomia en la fase poscigotica
originando la diploidia fetal. Cuando el cigoto es trisémico, el linaje celular placentario
normal establecido por la pérdida postcigotica del cromosoma adicional en una célula
progenitora del citotrofoblasto puede incrementar la probabilidad de supervivencia
intrauterina en un feto trisomico. La funcion placentaria es el mayor determinante de la
supervivencia intrauterina. Si por azar, el cromosoma rescatado es la tinica copia que
aporta uno de los progenitores se produce una disomia uniparental en las células

restantes (Nussbaum et al., 2008).

Robberecht y colaboradores (2012), demostraron que en 2 de los 9 casos de su
estudio de mosaicismo confinado a la placenta ocurria como consecuencia de rescate

trisdmico en la fase poscigdtica (Robberecht et al., 2012).

Se han estudiado casos de mosaicismo confinado a la placenta en los que el feto
tuvo un desarrollo normal (Baffero et al., 2012), sin embargo, existen evidencias de
mosaicismo confinado a la placenta con un mal pronostico de muerte fetal. Alrededor
del 80% de los embarazos progresa normalmente, pero existe otro porcentaje con
problemas durante el embarazo como restriccion del crecimiento intrauterino,
prematuridad, malformaciones fetales y muerte fetal (Labeau-Gaiizere et al., 2011). Este
caso pone de manifiesto los posibles efectos adversos del mosaicismo confinado a la
placenta y de la importancia del examen de la placenta en la determinacion de la causa

de la muerte del feto (Goodfellow et al., 2011).

La confirmacion citogenética de un mosaicismo resulta a veces compleja, si el
mosaicismo afecta a varias células en un unico cultivo primario se considera que refleja
un mosaicismo que se ha originado en el propio cultivo. Existen casos de
pseudomosaicismo en el que se observa una dotacion cromosOmica distinta a la del
resto en una sola célula. El mosaicismo verdadero se detecta en colonias multiples de

varios cultivos primarios distintos (Nussbaum et al., 2008). La contaminacion por
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células maternas es una posible explicacion de algunos casos de mosaicismo aparente en

el que estan presentes lineas celulares XX y XY.

El mosaicismo cromosdmico se identifica con mayor frecuencia en los trastornos
de los cromosomas sexuales. Los mosaicos mas frecuentes en los cromosomas sexuales

son 45,X/46,XX, 46,XX/47,XXX 0 46,XY/47,XXY.

Un caso de mosaicismo en los cromosomas sexuales es 45,X/46,XY se asocia
con una amplia variedad de fenotipos que van desde el desarrollo masculino
aparentemente normal hasta individuos con una diferenciacion incompleta sexual y
signos clinicos de sindrome de Turner tanto en hombres como en mujeres (Efthymiadou

etal., 2012).

Aproximadamente el 2-3% de todos los nacidos vivos con trisomia 21 son
mosaicos, individuos con dos lineas celulares, una linea celular normal con 46
cromosomas y una linea celular anormal con 47 cromosomas (Dutta et al., 2012). El

mosaicismo de anomalias cromosdmicas estructurales se da con muy baja frecuencia.

En pacientes con mosaico de trisomia 21 existe una correlacion significativa
positiva entre el porcentaje de células anormales y la severidad del fenotipo y una
correlacion inversa entre la supervivencia global y el porcentaje de células anormales
(Chen et al., 2012). Los pacientes con bajo porcentaje de células trisomicas de trisomia
21 tienen menos manifestaciones fenotipicas, un coeficiente intelectual mas alto y una
mejor supervivencia general (Leon et al., 2010). En un estudio se revisaron 305 casos
que incluian embarazos con mosaicos de las trisomias de los cromosomas autosdémicos
21, 18 y 13. Los embarazos que llegaron a término y los fetos que resultaron vivos
tuvieron una media de células anormales trisdémicas menor del 10%. Cuando la media
de células trisomicas es mayor del 31% para estas tres trisomias en mosaico no se

reportaron fetos nacidos vivos normales (Wallerstein et al., 2000).

En individuos con mosaico de trisomia 13 no existe una clara correlacion entre
el porcentaje de células trisomicas y el nivel de funcionamiento intelectual. El fenotipo
varia considerablemente de un paciente a otro. En general, el mosaico de trisomia 13
presenta anomalias fisicas y bajo nivel intelectual pero existen individuos con un

desarrollo normal (Cereda y Carey, 2012).
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El mosaico de trisomia 18 ocurre en menos del 5% de los casos, presenta un
fenotipo muy variable desde individuos que mueren tempranamente como en el caso de
una trisomia 18 completa hasta individuos que aparentemente presentan fenotipos
normales. Al igual que ocurre con el mosaico de trisomia 13, no hay correlacion entre
el porcentaje de células con trisomia 18 y en la gravedad de las manifestaciones clinicas

y discapacidad intelectual (Tucker et al., 2007; Cereda y Carey, 2012).

1.6. DIAGNOSTICO PRENATAL INVASIVO.

La amniocentesis y la biopsia de las vellosidades coriales (VC) son técnicas
invasivas que se practican rutinariamente en embarazos con riesgo de padecer algun tipo
de anomalia cromosémica en el feto. Se llevan a cabo para el analisis de los
cromosomas mediante el cariotipo fetal o la técnica QF-PCR. Estos procedimientos
invasivos proporcionan un diagnostico de certeza, sin embargo, tienen el problema que
conllevan también ciertos riesgos, entre ellos el riesgo de pérdida fetal. Esto justifica la
necesidad de ajustar al maximo las indicaciones para la realizacion de dichas pruebas,
evitando la realizacion de un nimero importante de amniocentesis y biopsias coriales ya

que el riesgo de pérdida fetal es del 1% en ambas técnicas (Kollmann et al., 2013).

La practica de estas técnicas se utiliza a menudo con mujeres de una edad
materna avanzada (>35 afios) o en casos de riesgo elevado de padecer alguna anomalia
cromosomica (>1/270). Sin embargo, no en todos los casos se realiza bajo las

indicaciones mencionadas anteriormente.

1.6.1. Amniocentesis.

La amniocentesis es una prueba invasiva que consiste en obtener liquido
amniotico (LA) mediante una punciéon uterina transabdominal. La amniocentesis
permite obtener liquido amnidtico y células fetales para la deteccion de anomalias
cromosomicas y defectos del tubo neural (Tseng et al., 2006; Chang et al., 2012). Se
efectua entre las 14 y las 20 semanas de gestacion. La finalidad de la amniocentesis es

el estudio de los cromosomas para determinar si existe alguna anomalia cromosomica.
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La técnica de la amniocentesis para el diagndstico genético comenzo6 a finales de
los afios 60 y principios de los 70 donde se consiguid cultivar las células del liquido
amniotico (Jacobson et al., 1967; Wang et al., 2009). La practica de esta técnica se
realizaba a ciegas a principios de los afios 70 y no fue hasta finales de esta década y
comienzos de los 80 cuando gracias a la ayuda de los ultrasonidos se pudo identificar

una zona libre de placenta para poder llegar facilmente al liquido amniotico.

La amniocentesis realizada en el segundo trimestre de gestacion es mas segura
que la biopsia corial transcervical y la amniocentesis temprana. Si se requiere de un
diagndstico temprano es mas conveniente la realizacion de una biopsia corial
transabdominal a la realizacion de una amniocentesis temprana. En circunstancias en las
que la biopsia corial transabdominal pueda ser técnicamente dificil la mejor opcion es la
biopsia corial transcervical en el primer trimestre o la amniocentesis en el segundo
trimestre (Alfirevic et al., 2003). Una desventaja importante de la amniocentesis en el
segundo trimestre es que habitualmente el resultado del cariotipo esta disponible sélo
después de las 18 semanas de gestacion. Esta es la principal limitacion que tiene la
técnica, ya que en el caso en el que el resultado sea patologico la decision de llevar a

cabo un aborto se retrasaria.

La técnica de amniocentesis guidada ecograficamente puede realizarse mediante
la técnica transabdominal o trasvaginal/trascervical. En la actualidad, la eleccion de la
técnica y de los instrumentos se basa en la preferencia personal del operador
especializado. Se ha estudiado que el tipo de instrumento utilizado podria tener un

impacto significativo en la tasa de éxito del procedimiento (Young et al., 2013).

1.6.2. Biopsia de las vellosidades coriales.

La amniocentesis efectuada a las 16 a 18 semanas ha sido el método de eleccion
para el diagnostico citogenético prenatal. Sin embargo, en los Ultimos afios, estudios
sobre las vellosidades coridnicas han confirmado la seguridad y eficacia de la toma de
muestras de vellosidades coridnicas como una alternativa viable para las mujeres que
buscan un diagnostico prenatal anticipado. En la actualidad es la técnica de eleccion en

el cribado de aneuploidias del primer trimestre (Blumenfeld y Chueh, 2010).

77


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blumenfeld%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chueh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154617

INTRODUCCION.

La biopsia de coridén consiste en obtener tejido trofoblastico, y se realizo en los
afios 80 como una alternativa a la amniocentesis. Se puede realizar la técnica por via
transcervical o transabdominal (Carlin et al., 2008; Young et al., 2013) basandose en la
localizacion placentaria y en la posicion uterina. Se realiza entre las 11 y las 12 semanas
de gestacion y nunca antes de la semana 11, debe realizarse por personal entrenado

(Gnys$-Wiercioch et al., 2012).

Varios estudios aleatorizados han demostrado que las tasas de aborto tras una
biopsia corial son las mismas que las de la amniocentesis del segundo trimestre,

aproximadamente un 1% (Tabor et al., 2009; Yair et al., 2010).

En la actualidad la biopsia corial es una alternativa a la amniocentesis y debe ser
considerada como el método de eleccion cuando existe un alto riesgo de un feto
afectado por una trisomia y se requiera una interrupciéon voluntaria del embarazo

(Antsaklis et al., 2002).

La indicacién principal de esta técnica es conocer el cariotipo fetal y al igual que
la amniocentesis tiene la posibilidad de estudiar una amplia gama de alteraciones en el
ADN fetal. La ventaja que proporciona la biopsia corial respecto a la amniocentesis es
que el resultado se obtiene en el primer trimestre de gestacion, esto reduce la ansiedad
de las gestantes y ofrece la posibilidad de una terminacion precoz del embarazo en caso

de que el resultado de la prueba sea negativo.

La diferencia principal entre amniocentesis y biopsia corial en cuanto a los
resultados es la incidencia de mosaicos. La desventaja que presenta la biopsia corial es
la presencia de mosaicismo confinado a la placenta en el 1-2% de los casos y la
posibilidad de contaminacion de células maternas. En estas circunstancias habria que
realizar una amniocentesis para determinar si el feto sufre alguna alteracion
cromosOmica y para confirmar el diagndstico (Subdberg et al., 1997; Gnys$-Wiercioch et
al., 2012). La contaminacion materna es poco frecuente pero se puede dar el caso ya que
las muestras obtenidas en la biopsia corial son una mezcla de vellosidades coriales y

decidua materna.
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1.7. PCR CUANTITATIVA FLUORESCENTE.

A principios del afo 1990 la técnica PCR cuantitativa fluorescente (Quantitative
Fluorescent o0 QF-PCR) comenz¢ a realizarse como método molecular para la deteccion
de las principales aneuploidias cromosomicas (Mansfield, 1993; Pertl et al, 1994;
Adinolfi et al, 2000). Es una técnica de citogenética molecular utilizada en el
diagndstico prenatal rapido de aneuploidias para la deteccion de los cromosomas 21, 18,
13 (Ogilvie et al., 2005), X e Y (Donaghue et al., 2003). Consiste en la amplificacion y
cuantificacion de regiones especificas de ADN mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), para ello utiliza primers (cebadores) marcados con fluorocromos

(Cirigliano et al., 2004; Mann et al., 2004).

Los STRs (short tandem repeats) o microsatélites son unas regiones de ADN de
nimero variable no codificante repetidas en tandem localizadas por todo el genoma y
cuya longitud varia de 2 a 6 pb (Mansfield, 1993). Los STRs son muy polimorficos
debido a la variacion en el nimero de unidades de repeticion (variacidon en el tamafo de
los alelos). Los individuos se diferencian por el numero de repeticiones de esa
secuencia. Un individuo heterocigoto posee dos alelos con un numero distinto de
repeticiones. La deteccion de zonas conocidas mediante la técnica PCR identifica de
forma indirecta el nimero de copias que tiene un cromosoma de interés debido a las

diferencias que existe entre los alelos.

Los STRs dan informacion del ntimero de copias de cada cromosoma. Un
individuo normal heterocigoto presenta secuencias polimorficas diferentes en cada
alelo, por ello, se observa en el analizador genético dos picos con una razén 1:1 por
cada region cromosomica analizada, siendo este marcador informativo para el analisis
realizado. En el caso de que el individuo presente una trisomia se observan tres picos
debido a la presencia de mas de dos alelos o doble altura en uno de ellos con una razén
de picos 2:1 6 1:2. Estas razones de picos se calculan con el 4rea y con la altura de los

picos (Figura 29).
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Figura 29. En el electroferograma se muestra la deteccion de una trisomia 21. En los
seis marcadores analizados del cromosoma 21 aparece un patron trialélico (3 alelos o 2
alelos desequilibrados en tamafio con un ratio de 2:1). Este resultado es indicativo de la
existencia de una trisomia 21. Los circulos en rojos identifican los marcadores
informativos.

La QF-PCR es muy importante en el campo del diagnodstico prenatal ya que
permite un diagndstico rapido en 24-48 horas sin necesidad de cultivar las células
fetales. Se considera una alternativa valida al cariotipo convencional debido a su bajo
coste, reducido volumen de muestra, deteccion de contaminacién materna y a que es
una técnica casi enteramente automatizada. Presenta un valor predictivo de un 100% en

manos de personal cualificado y se trata de un método sensible, especifico y preciso.

La QF-PCR como prueba independiente tiene una tasa de deteccion de
aneuploidias de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y de un 98.5% a un 99.9% (Cirigliano
et al., 2004; Brown et al., 2006; Hills et al., 2010; Allingham-Hawkins et al., 2011;
Speevak et al., 2011). Un inconveniente de la QF-PCR es su incapacidad para detectar
mosaicismo cuando la aneuploidia estd presente en menos del 15-20% de las células

(Donaghue et al., 2005; Cirigliano et al., 2006).
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El cariotipo ha sido considerado el —gold estandar” en el diagnostico prenatal de
anomalias cromosomicas. El andlisis del cariotipo implica el estudio del numero y la
estructura de los 23 pares de cromosomas obtenidos mediante amniocentesis o biopsia
de vellosidades corionicas (Wilson et al., 2005). El periodo de cultivo de los

cromosomas es largo y tedioso, no estando disponibles los resultados hasta 10-14 dias.

Ogilvie (2003) y Leung (2004), propusieron reemplazar el andlisis del cariotipo
convencional por la técnica QF-PCR al observar que las ventajas de esta técnica eran
claramente superiores a las desventajas. Es una técnica muy precisa en el diagnostico
del sindrome de Down y otras anomalias cromosomicas (Ogilvie, 2003; Leung et al.,

2004).

Una de las objeciones de la QF-PCR como una prueba independiente es el
numero de anormalidades cromosémicas que se perderian, al no realizarse el cariotipo
como prueba complementaria. Leung y colaboradores (2004), concluyeron que la
mayoria de anomalias no detectadas por la QF-PCR (anomalias cromosomicas
estructurales, mosaicismos y anomalias cromosomicas numéricas diferentes a los
cromosomas 21, 18, 13 y cromosomas sexuales) son clinicamente irrelevantes,
requieren un asesoramiento genético intensivo y sus resultados son imprevisibles

(Ogilvie, 2003; Leung et al., 2004).

La QF-PCR como prueba independiente para el diagndstico prenatal en casos de
embarazos sin alteraciones ecograficas reduce los costes y ofrece una entrega rapida de
los resultados. Con ello se evitaria resultados ambiguos e inciertos del cariotipo
disminuyendo, en la medida de lo posible, la ansiedad de los padres. El cariotipo
quedaria relegado solo para determinadas indicaciones (alteraciones ecograficas) (Hills

et al., 2010; Gekas et al., 2011; Papoulidis et al., 2012).

La QF-PCR tiene un alto nivel de concordancia con el cariotipo convencional.
Algunos estudios han revelado hasta la fecha un 99.6% de concordancia entre ambas
pruebas (Mann et al., 2001; Ogilvie et al., 2005a; Cirigliano et al., 2009). La QF-PCR es
capaz de detectar mas del 80% de anomalias clinicamente significativas (Shaffer et al.,
2007; Leung et al. 2008; Hill et al., 2010; Allingham-Hawkins et al., 2011), sin

embargo, un 0.1% de anomalias clinicamente significativas no seria detectado por la
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QF-PCR teniendo graves consecuencias fenotipicas, esto cuestiona el uso de la técnica
como método unico de eleccion para el diagndstico de anomalias cromosdmicas (Caine

et al., 2005; Ogilvie et al., 2005b; Comas et al., 2010; Papoulidis et al., 2012).

Es importante tener en cuenta lo que distintos estudios han publicado con
respecto a las anomalias cromosdmicas encontradas por el cariotipo que no serian
detectadas por la QF-PCR, esta discrepancia es debida en la mayoria de los casos a la
existencia de mosaicismo placentario (Holgado et al., 2011) y cromosomopatias

estructurales importantes (Olgilvie et al., 2005b; Hill et al., 2010).

Segun el estudio de Chitty y colaboradores (2006), la QF-PCR como técnica
principal de diagnostico identificaria el 97.9% de anomalias clinicamente significativas
aumentando a un 99% si se realizara el cariotipo como prueba complementaria, sélo en
los casos con una translucencia nucal superior o igual a 4 mm. Esto agilizaria la entrega

de los resultados a la pareja, reduciendo también los costes economicos (Chitty et al.,

2006).

1.8. DIAGNOSTICO PRENATAL NO INVASIVO.

El principal objetivo del diagndstico prenatal no invasivo es diagnosticar
aneuploidias fetales tales como la trisomia 21, 18, y 13 y cromosomas sexuales sin
necesidad de recurrir a la realizacién de procedimientos invasivos que representan un
riesgo de pérdida fetal mediante la identificacion de &cidos nucleicos fetales (ADN o
ARN) en plasma materno. Actualmente es un método de cribado eficaz para la
evaluacion del riesgo de las principales aneuploidias (Fairbrother et al., 2013;
Vaiopoulos et al., 2013). El ADN fetal estd presente en el plasma materno alrededor de
un 3-20% del total de ADN libre circulante siendo el 80-90% restante de origen materno

(Lun et al., 2008; Nygren et al., 2010).

En 1997, Lo y colaboradores descubrieron la presencia de ADN fetal libre en
sangre materna de mujeres embarazadas (Lo et al., 1997), este hecho tan importante
abri6 una puerta a la investigacion ante la posibilidad, de llevar a cabo un diagndstico

prenatal a través de sangre materna sin necesidad de técnicas invasivas para obtener
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material genético fetal. Se desconoce el mecanismo por el cual el ADN del feto es
liberado al torrente sanguineo, se piensa que una de las causas puede ser debido a la
apoptosis celular (van Wijk et al., 2000; Bischoff et al., 2003). E1 ADN fetal aumenta
conforme avanza la gestacion (Illanes et al., 2006) y puede detectarse en plasma
materno a partir de la quinta semana (Rijnders et al., 2003). Tras el parto el ADN fetal

desaparece de la circulacion materna a los pocos minutos (Lo et al., 2005).

Las caracteristicas del ADN fetal actualmente son poco conocidas, si se sabe que
el ADN fetal es més pequefio que el materno. Chan y colaboradores (Chan et al., 2004)
han descrito que su presencia en pequeios fragmentos esta relacionada con su origen ya
que procede de células apoptodticas placentarias que implican que el ADN sea

fragmentado para ser liberado a la circulacion materna.

Una de las limitaciones para su utilizacion en el diagndstico no invasivo ha sido
la coexistencia de ADN fetal y materno en el plasma de la madre, sin embargo, gracias a
las nuevas tecnologias en la actualidad se lleva a cabo en la préctica clinica con muy

buenos resultados.

Lo primero que se llevo a cabo en el analisis del ADN fetal fue la deteccion de
secuencias especificas del cromosoma Y en sangre materna exclusivas del feto
(Zimmermann et al., 2005; Devaney et al., 2011) para la identificacion del sexo fetal. Se
analizan las secuencias de los genes SRY y DYS14 en el cromosoma Y, su presencia en
sangre materna se asocia a un feto varon y su ausencia a un feto hembra. La deteccion

se lleva a cabo mediante la tecnologia de la PCR con una especificidad cerca del 100%.

También tiene utilidad en el diagnostico de enfermedades ligadas al cromosoma

X como el sindrome de X fragil, disfrofia muscular de Duchenne y la hemofilia.

Debido a la coexistencia del ADN materno y fetal las investigaciones se han
centrado en como identificar este ultimo. Algunos estudios han demostrado que existen
zonas del ADN fetal con diferente metilacion a la del ADN materno. Esto ha llevado a
la identificacion de regiones diferencialmente metiladas (DMR) (Papageorgiou et al.,

2011).
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Recientemente, estudios clinicos han validado el uso de la secuenciacion masiva
paralela, (del inglés; massive parallel sequencing (MPS)) para la deteccion prenatal de
aneuploidias cromosémicas 21, 13 y 18 a partir del analisis del ADN fetal en plasma
materno. Se ha demostrado que es posible construir el mapa genético de todo el genoma
del feto y las mutaciones que presenta mediante secuenciacion. Estos hechos sugieren
que el andlisis de ADN fetal en plasma materno desempefiaria un papel cada vez mas
importante en la practica obstétrica. Esta técnica presenta una sensibilidad y
especificidad mayor de un 99% con una tasa de falsos positivos menor del 0.1%. Esta
técnica puede reducir potencialmente los procedimientos de diagndstico invasivos en un
95%-98% (Chiu et al., 2011; Palomaki et al., 2011; Palomaki et al., 2012; Sparks et al.,
2012; Jensen et al., 2013).

El inconveniente actual del diagnostico prenatal no invasivo es el pequefio
porcentaje de falsos negativos (0.1%) que presenta debido a que en ocasiones es
complicado extraer el ADN fetal de la sangre materna. Actualmente, el diagnodstico
prenatal no invasivo no se considera una prueba de diagndstico que pueda reemplazar
las técnicas invasivas en los embarazos de alto riesgo debido a que su sensibilidad y
especificidad no es de un 100%. Es una prueba de cribado muy superior a las
disponibles en la actualidad, ya que identifica grupos con mayor riesgo que requieren
una mayor investigacion por pruebas invasivas (Fairbrother et al., 201; Gratacos y
Nicolaides, 2014). Finalmente y después de muchos afios de investigacion, este método
esta comercialmente disponible y se lleva a cabo en un nimero cada vez mas elevado de

pacientes.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El estudio prenatal de aneuploidias mediante métodos de cribado constituye en
la actualidad un aspecto muy importante dentro del diagnostico prenatal de las
anomalias congénitas y del control del embarazo. Todavia sigue siendo muy elevado el
porcentaje de defectos congénitos constituyendo asi un problema sanitario de salud
publica en los paises desarrollados, dada la mortalidad y morbilidad que conllevan. Una
de las causas se debe a que cada vez se retrasa mas la edad gestacional, por lo que el
diagnostico prenatal es la inica medida preventiva que ofrece informacion y alternativas
a las gestantes y sus parejas. Cada vez es mas importante la deteccion precoz ya que en
caso de padecer alguna anomalia cromosomica, si la paciente decide interrumpir el
embarazo, minimiza las consecuencias fisicas y psicologicas que conlleva esta decision

tan importante.

Ha habido muchos avances en los métodos de cribado a lo largo de los afios
mejorando cada vez las tasas de deteccion y disminuyendo considerablemente las tasas
de falsos positivos, sin embargo, a pesar de estos grandes avances sigue existiendo un
elevado porcentaje de defectos congénitos, para los que se desconocen las causas que
los origina. Los factores criticos en una prueba de deteccion son la capacidad de
discriminar entre individuos afectados y no afectados y esto se expresa en términos de la

tasa de deteccion y la tasa de falsos positivos.

Las aneuploidias cromosomicas son uno de los trastornos genéticos mas
frecuentes en humanos. Se caracterizan por la presencia en el individuo de un numero
anormal de cromosomas con distintas consecuencias: aborto o nacimiento del bebé con
anomalias muy diversas. En general, presentan como denominador comun retraso
mental en distintos grados. La probabilidad de presentar un trastorno genético aumenta

con la edad materna, principalmente en mujeres mayores de 35 afos.

El Sindrome de Down o trisomia 21 (47,XX(Y),+21) ha sido uno de los
objetivos prioritarios en el diagnostico prenatal debido a que es la aneuploidia mas
frecuente en nacidos vivos y la causa mas comun de retraso mental severo. Le siguen
otras aneuploidias como el sindrome de Edwards o trisomia 18 (47,XX(Y),*+18),
sindrome de Patau o trisomia 13 (47, XX(Y),+13). El otro grupo de aneuploidias son las
sexuales que son formas menos severas, como el sindrome de Turner (45, XO0) y

Klinefelter (47, XXY).
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El objetivo principal del cribado de cromosomopatias en el primer trimestre es
aumentar lo méximo posible las tasas de deteccion, incorporando cada vez mas nuevos
marcadores capaces de detectar fetos aneuploides entre un porcentaje de la poblacion
con mayor riesgo de padecer una trisomia, esto supone un avance importante ya que
ofrece a los padres un método de cribado efectivo reduciendo la practica de pruebas

invasivas.

El test de cribado establecido en la practica clinica con mayor tasa de deteccion
y menor tasa de falsos positivos se llama —test combinado del primer trimestre” y
engloba parametros bioquimicos analizados en el suero materno como la medida de la
fraccion B libre de la gonadotrofina coriénica humana (B-hCG), la proteina plasmatica
placentaria A (PAPP-A) y parametros ecograficos como la medida de la translucencia

nucal (TN).

En la realizacion de este trabajo se han utilizado también marcadores
ecograficos secundarios como el ductus venoso, flujo tricuspideo y la valoracion del
hueso nasal. La introduccion de estos nuevos marcadores ecograficos mejora los
resultados del cribado, disminuyendo la tasa de falsos positivos y aumentando la tasa de
deteccion. Para la medicion de estos nuevos marcadores se requiere de personal
cualificado. Se acepta que un cribado poblacional debe tener como minimo una tasa de

deteccion del 75% con una tasa de falsos positivos del 5%.

La QF-PCR vy el cariotipo son técnicas usadas en el diagndstico de anomalias
cromosOmicas, la ventaja de la primera radica en que permite la deteccion rapida de
aneuploidias mas frecuentes (13, 18, 21, X e Y), en tan solo 24h. El problema de la
utilizacion del cariotipo es que el tiempo entre la obtencion de la muestra y el resultado
es de 2 a 3 semanas siendo un periodo suficientemente largo que produce gran ansiedad
para los padres, ademds los cultivos pueden no tener crecimiento de los amniocitos o
pueden presentar algin tipo de contaminacion. Gran parte de las discrepancias entre la
QF-PCR vy el cariotipo son debidas a la presencia de mosaicismos y anomalias

estructurales en los cromosomas.

La politica de diagnodstico prenatal actual es llevar a cabo la realizacion de

ambas técnicas en casos de prueba invasiva. Estudios retrospectivos de evaluacion del
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efecto clinico de un cambio en esta politica consideran realizar la técnica QF-PCR como
método de analisis principal en pacientes de bajo riesgo de cromosomopatias y sin
indicaciones anormales en ecografia y afiadir el cariotipo convencional como técnica
complementaria so6lo en gestantes con hallazgos ecograficos anormales, translucencia

nucal aumentada y/o historia genética de anomalia cromosomica.

Esta estrategia reduce los costes econdmicos, evita resultados ambiguos del
cariotipo y proporciona una entrega rapida de resultados, permitiendo una actuacién

temprana en caso de la necesidad de interrumpir el embarazo.

Este cambio de politica ha sido un punto de controversia y debate ain sin
resolver desde hace varios afios generando una gran preocupacion, debido a que la
sustitucion del cariotipo podria traducirse en un numero considerable de nacidos vivos
con problemas fisicos y/o mentales, y representar una disminucion sustancial en la

calidad de los resultados de las pruebas prenatales
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De acuerdo con lo anteriormente expuesto nos planteamos los siguientes objetivos:

1.

Valorar la eficacia del método de cribado combinado en el primer trimestre de
gestacion para la deteccion de anomalias cromosdmicas utilizando la aplicacion
integrada de la translucencia nucal, los marcadores ecograficos secundarios
(hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y el ductus venoso) y los marcadores

bioquimicos maternos (f3-hCG y PAPP-A).

Comparar la eficiencia de la QF-PCR frente al cariotipo convencional en la
deteccion de anomalias cromosdémicas en muestras prenatales obtenidas

mediante procedimientos invasivos (biopsia corial y/o amniocentesis).

Determinar el porcentaje de anomalias cromosdmicas clinicamente significativas
que no serian detectadas por una politica en la que la QF-PCR fuese el método
principal de analisis, reservando la realizacion del cariotipo para los casos con

un aumento de la translucencia nucal (TN) y/o hallazgos ecograficos anormales.

Estimar los costes econdmicos en caso de llevarse a cabo esta nueva politica

de diagnostico.
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MATERIAL Y METODOS.

3.1. POBLACION DE ESTUDIO.

Se han estudiado un total de 4629 pacientes con gestacion simple de un total de
5300 en el periodo comprendido entre Mayo de 2009 a Abril de 2011, provenientes del
Hospital Clinico Universitario San Cecilio de Granada. Por lo tanto, 671 pacientes que

se atienden en nuestro hospital fueron excluidas del estudio por las siguientes razones:

X/

« Pacientes que acuden para el control del embarazo superando las 14 semanas. A
estas pacientes se les informa que no es posible realizar el test combinado del
primer trimestre por encontrarse fuera de plazo. El segundo motivo es debido a
pacientes que vienen de otro centro o provincia para la realizacion de la prueba
invasiva en nuestro centro y que no constan en nuestra base de datos ya que el

control del embarazo lo estan realizando en un hospital distinto.

X/

« Pacientes que en nuestra base de datos no nos constan el control del embarazo.

¢ Gestantes que se han realizado el cribado en nuestro centro y finalizan la

gestacion en un centro distinto.

X/

¢ Un porcentaje pequefio de pacientes que en un determinado momento de la
gestacion, o durante el parto, son atendidas en el centro, pero no pertenecen a

nuestra Area Sanitaria

X/

¢ Gestaciones multiples.

En el presente estudio a toda la poblacion gestante se le ha realizado el Programa
de cribado Prenatal de anomalias cromosomicas mediante el —-eribado combinado del
primer trimestre” (semanas de gestacion 11-1376) segun criterios de la Fetal Medicine
Foundation, en el que se establece de forma individualizada el riesgo de cada gestante
de tener un feto afecto por una anomalia cromosdmica, mediante la combinaciéon de la
edad materna y una serie de marcadores bioquimicos (PAPP-A y B-hCG libre) y
ecograficos (translucencia nucal y marcadores ecograficos secundarios: ductus venoso,
flujo tricuspideo y valoraciéon del hueso nasal). Las pacientes deben firmar un
consentimiento para poder participar en el programa de cribado. El control y

finalizacion de la gestacion de las pacientes se ha llevado a cabo en nuestro hospital.
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En todos los casos se ha investigado el resultado tras el nacimiento mediante la
base de datos del Servicio de Neonatologia y por entrevista telefonica hablando
directamente con las madres/padres. Todos los datos fueron recopilados de la base de

datos de Omega 3000 (Roche diagnostics®™), Archinet y Astraia.

3.2. CRIBADO COMBINADO DEL PRIMER TRIMESTRE.

En la Unidad de Obstetricia del Hospital Clinico Universitario San Cecilio la
primera visita prenatal se realiza entre las 11 y 1376 semanas de gestacion. Esta visita es
muy importante ya que se realiza la historia clinica de la paciente y se realiza la visita
obstétrica y la ecografica de primer trimestre incluyendo el “Test combinado de
cromosomopatias”. En la mayoria de los casos es el médico de Atencion Primaria o la
matrona quienes ven en primera instancia a la gestante y llevan a cabo la entrega toda la
informacion (cartilla para la embarazada) y los tramites pertinentes. Desde la consulta
de atencion primaria se solicita la peticion analitica de los marcadores bioquimicos

(PAPP-A y B-hCG libre) del cribado del sindrome de Down y otras cromosomopatias.

En nuestro hospital el protocolo de revision es el siguiente:

% I trimestre: Semana 11-1376.
¢ II Trimestre: Semana 20-22.
¢ III Trimestre: Semana 32-34.

+* Consulta de Bienestar fetal: Semana 40.

La evaluacion del célculo de riesgo de cromosomopatias consistente en: la
mediciéon de la translucencia nucal y de los 3 marcadores ecograficos secundarios
(ductus venoso, flujo tricuspideo y valoracion del hueso nasal), ademés de la bioquimica
del primer trimestre (PAPP-A y B-hCG libre en suero materno). Todos estos marcadores

se utilizan para calcular el riesgo individual de la paciente.
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3.2.1. Determinacién de los marcadores ecograficos.

El ecografo empleado es un modelo Xario XG de la marca Toshiba. Se realiza
ecografia transabdominal a todas las gestantes. Los ginecologos/as encargados de
realizar las ecografias del cribado del primer trimestre, son personal cualificado y
adiestrado tanto en ecografia obstétrica como en el manejo de la informacion prenatal.
Todos los marcadores ecograficos se realizan de acuerdo a las recomendaciones de la
Fetal Medicine Foundation. En la base de datos Astraia se recoge toda la informacion

obtenida de la paciente (Figura 30).

Ecografia del primer trimestre
feto 1 | Mueve feto |

Hallargos Foto vivo e
Actividod Cardiaca fotal prosome | Frecuencis cardiaca fetal O 164 pm ——i
LEN 0 620 e pt—p
N O 57 mm | Viselta de corddn 0
oo e < e
CA e (3 e
- v)
Grupo dnico O BAnco (Europeo, Oriente Moo, ATTCAno dul Norte, Hispano) v
Hueso nasal 1 W 1 (s S popdinsco) v |
Angulo Faciad 0 -
Doppler tricuspideo L A00eenal (£ o gitacion) >4
Doppler ductus venoso »mnﬂyiwy_m} v
Anomalias mayores o
Marcadores menoes L
Anatorda fetal
Crémooreteo apanencia normal ¥ Columna spanencis norrmal -
Corardn Cudtro camaras anormal *  Pared abdominal apanencia normal -
Estdemago visible > Veliga  Reones visible -
Manos ambas viadles - Pus ambog wisdles -/
Otros -
Placenta _anterios alta >l
Liguido ammdtico o -
Cordin dvasos .2
Insercion dot cordén ¢ | centrad vl
Comentarios

Figura 30. Caracteristicas maternas y fetales registradas en la base de datos Astraia.

Ademas, en la ecografia de primer trimestre se realiza la datacion de la gestacion
(segun la medida de la longitud craneo-caudal del feto) y visualizacién general del feto

y de las estructuras gestacionales que consiste en:
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Descartar malformaciones mayores en el sistema genital interno de la madre.
Evaluacion de la actividad cardiaca fetal y del nimero de fetos.

Evaluacion placentaria y del liquido amniético.

Craneo: evaluacion de la integridad y la forma normal del craneo

Encéfalo: observacion de la forma de mariposa de los plexos coroideos

Cara: observacion del hueso nasal y vista de las orbitas

Torax.

Corazon: observacion de las camaras.

Abdomen: observacion del estdbmago, rifiones y vejiga

Columna vertebral: vista sagital y media para revelar la alineacion normal de
las vértebras y la piel que cubre toda la columna vertebral

Placenta: posicion

Corddn umbilical: nimero de vasos ¢ insercion normal de este en la pared
abdominal.

Liquido amniético.

Miembros: fémur, tibia, peroné, hiimero, radio, cibito. Las manos y los pies.
Observacion de los movimientos y las articulaciones.

VV VYV VVVVVVVVVYY

3.2.1.1. Medida de la Longitud Craneo-Caudal.

La longitud craneo-caudal fetal (LCC) se utiliza para determinar la edad
gestacional del feto (Figura 31). La edad gestacional medida por la fecha de la Gltima
regla (FUR) es tenida en cuenta en la historia pero la datacion exacta se realiza por
LCC, aunque existan s6lo uno o dos dias de discrepancia con la fecha de la FUR. La

medida fetal debe estar entre 45 y 84 mm.
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Figura 31. Medida de la LCC de un feto situado en posicion neutral.
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3.2.1.2. Medida del grosor de la Translucencia Nucal.

Es importante sefialar a la hora de la medida de la TN fetal que esta aumenta con
la longitud craneo-caudal (LCC). Para su medida debe obtenerse un buen corte sagital

del feto (Figura 32).

1. Trim.

Har-alta
Voluson

94

Eén -9

C7 | M7*

P37 E3

NT 1.70mm

Figura 32. Imagen de la translucencia nucal en posicion neutral como se ve en el primer

trimestre de gestacion.

1. La edad gestacional 6ptima para la medida de la TN fetal es entre las 11-1376
semanas (LCC minimo es de 45 mm y la maxima de 84 mm).

2. El ecografo utilizado tiene funcidon de video-loop y calipers. La cabeza fetal y el
torax superior deben estar incluidos en la imagen para la medida de la TN.

3. El feto debe estar en posicion neutral.

4. La cabeza del feto debe estar alineada con la columna vertebral y no debe ser

hiperextension o flexion (Figura 33).
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Figura 33. Imagen de la translucencia nucal en posicion de hiper-extension fetal que

aumentaria la medida de la misma.

5. Hay que tener cuidado para no confundir entre la piel fetal y el amnios, ambas
estructuras aparecen como finas membranas en este momento de la gestacion.
(esto se puede solucionar con movimientos fetales espontaneos, o a veces la
ginecologa le pide a la paciente toser para que el feto pueda separarse del
amnios)

6. La amplificacion debe ser la maxima, el feto debe ocupar toda la imagen tal que
cada minimo movimiento de los calipers produzca un cambio de 0,1 mm en la
medicion. El perfil fetal tiene que verse perfectamente, por ello, se amplifica
tanto la imagen para que solo la cabeza y la parte superior del torax ocupen toda
la pantalla.

7. Debe medirse el maximo grosor de translucencia subcutanea entre la piel y el
tejido que cubre la columna cervical. Los calipers deben colocarse sobre las
lineas que definen el grosor de la TN (borde interno de las lineas)

8. Deben obtenerse al menos 3 medidas y considerar la mayor.
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1. Trim.
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Figura 34. Imagen de la translucencia nucal de un feto normal como se ve en el primer

trimestre de gestacion.
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Figura 35. Imagen de la translucencia nucal aumentada en un feto con trisomia 21,

como se ve en el primer trimestre de gestacion.
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3.2.1.3. Valoracidon del hueso nasal.

Para la correcta observacion del hueso nasal:

1. El hueso nasal se visualiza ecograficamente a las 11-136 semanas de
gestacion (LCC entre 45 y 84 mm, se visualiza mejor con un LCC de entre
65 y 74 mm) (Figura 36).

2. Se requiere la magnificacion de la cabeza y la mitad superior del térax.

3. El transductor ecografico debe estar paralelo a la direccion de la nariz y la
sonda debe moverse lateralmente a ambos lados de la nariz fetal. Deberian
verse tres lineas diferentes a nivel de la nariz fetal:

» Una linea superior que representa la piel

» Una linea inferior, mas ecogénica que la piel que lo recubre y mas gruesa, que
representa el hueso nasal

» Y una tercera linea en frente del hueso nasal y a un nivel méas alejado de la piel

fetal, que representa la punta de la nariz

El hueso nasal se considera presente si es mas ecogénico que la piel que lo recubre

(Figura 36) y ausente si no es visible o es menos ecogénico que la piel (Figura 37).
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1. Trim.
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Figura 36. Imagen sagital media apropiada para evaluar el hueso nasal fetal en la

semana 12 de gestacion. Feto normal con hueso nasal presente

o—
-

Figura 37. Feto con trisomia 21 con ausencia del hueso nasal.

102



MATERIAL Y METODOS.

3.2.1.4. Regurgitacion tricuspidea.

La FMF ha establecido los criterios diagnosticos para definir la presencia de

regurgitacion tricuspidea:

1. Para su valoracion el feto no debe moverse. El tamafio de la imagen debe ser
ampliado para que el torax fetal ocupe toda la pantalla. Se obtiene una visién

de las 4 camaras (Figura 38).

Figura 38. Imagen ecografica que muestra la vista apical de las cuatro camaras del

corazén a las 12 semanas.

2. Se coloca el cursor del Doppler pulsado, abierto entre 2 a 3 mm, sobre la
valvula tricispide con un angulo menor de 30° respecto a la direccion del
flujo.

3. La regurgitacion tricuspidea, a esta edad gestacional, se diagnostica cuando
dura mas del 50% del sistole, alcanzando velocidades por sobre los 60
cm/seg (Figura 39). Este ultimo criterio se debe a que los flujos por los
grandes vasos, a esta edad gestacional, no superan los 50 cm/seg, con los

cuales se debe establecer el diagnostico diferencial.
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Figura 39. Regurgitacion tricuspidea en un feto con trisomia 21.

3.2.1.5. Valoracién del ductus venoso.

Para la correcta valoracion del flujo en el ductus venoso:

1. El feto no debe estar en movimiento.

2. Magnificacion del torax y abdomen fetal ocupando toda la pantalla.

3. Hay que usar el Doppler color para localizar la vena umbilical, el ductus
venoso, la aorta y el corazén fetal (Figura 40). La ventana del doppler
pulsado debe ser pequefia (0.5-1mm) para evitar contaminacion de vasos
adyacentes. El angulo de insonacion debe ser menor de 30 grados. El filtro
debe ser de baja frecuencia (50-70 Hz) para permitir la visualizacion de la
onda completa y la velocidad de barrido debe ser alta (2-3 cm/s).

4. La onda obtenida puede ser onda-a positiva (normal) (Figura 40) o reversa

(anormal) (Figura 41).
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DV-$ -40.02cmls
DV-a -10.20cm/s
DV-TAmax -33.98cm/s
DV-TAmean -4.38cm/s
DV-PI 0.88

Tamafio 0.7mm
Frq baja
PRF 3.3kHz

100 @

Gn -7.0

Frq baja
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PRF 2.4kHz

Figura 40. Onda a normal del ductus venoso en un feto normal en el primer trimestre de

gestacion.

DV-S -25.96cmls
DV-D -22.18cmls
DV-a 10.49cm/s
DV-TAmax -15.07cm/s

Calidad norm
WMF baja2
PRF 1.3kHz

Figura 41. Onda a invertida del ductus venoso flujo invertido (anormal) en un feto con

trisomia 21 en el primer trimestre de gestacion.
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3.2.2. Determinacién de los marcadores bioquimicos.

El andlisis de la proteina plasmatica A asociada al embarazo y la -hCG libre se
realiza en sangre periférica de las gestantes, entre las semanas de gestacion 11-1376. Las
muestras de sangre se centrifugan a 3000 rpm 7 minutos para obtener el plasma para su
analisis. Las muestras fueron analizadas con el analizador Immulite® 2000 de Siemens

(Diagnostic Products).

Es muy importante la correcta recogida, transporte y procesado de las muestras.
Se realiza controles sobre la precision de las determinaciones, tantos internos como
externos, estos ultimos preferentemente de agencias internacionales bien establecidas

(UK NEQAS for Maternal Serum Screening).

3.2.2.1. Proteina A Plasmatica Asociada al embarazo (PAPP-A).

Se determindé mediante ensayo enzimatico inmunométrico quimioluminiscente
en fase solida.

Reactivos:

» Fase solida (bola) recubierta por anticuerpo monoclonal murino anti PAPP-A
libre (anticuerpo especifico).
» 11.5 ml de fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) conjugada con

monoclonal murino anti PAPP-A en solucion tampon.

Técnica:

La muestra del paciente se incuba junto con la bola recubierta con el anticuerpo
monoclonal murino anti-PAPP-A el tiempo necesario para que la muestra del paciente
se una al anticuerpo. Se realizan una serie de lavados por centrifugacion para eliminar
los anticuerpos que no se hayan fijado. Se afiade un segundo anticuerpo monoclonal
murino anti-PAPP-A marcado con fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) en
soluciéon tampdn y tras un proceso de incubacion se une a la PAPP-A inmovilizada
formando el complejo de anticuerpo tipo sandwich. El conjugado no unido se elimina

mediante lavados por centrifugacion. Finalmente se afade el sustrato
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quimioluminiscente. La sefial que se genera es la lectura colorimétrica del producto
final coloreado.

Volumen requerido: 10 pl se suero o plasma.

Limitaciones: anticuerpos heterofilicos en el suero humano pueden reaccionar con las
inmunoglobulinas de los componentes del ensayo provocando interferencias con los
inmunoandlisis in vitro. Las muestras de los pacientes que frecuentemente estan
expuestos a animales o a productos séricos animales pueden presentar este tipo de

interferencia que potencialmente ocasione un resultado anémalo.

3.2.2.2. Fraccién beta libre de la gonadotropina coriénica humana (fB-
hCG)

Se determind mediante un ensayo secuencial inmunométrico con dos sitios de
unioén quimioluminiscente en fase sélida.

Reactivos:

> Fase solida (bola) recubierta por anticuerpo monoclonal murino anti -HCG
libre (anticuerpo especifico). Consiste en dos reactivos:

»  Tampon de matriz proteica.

»  Aanticuerpo policlonal de cabra anti B-HCG Libre marcado con fosfatasa

alcalina (de intestino bovino), en solucion tampon.

Técnica:

La reaccion se da en dos ciclos:
1° ciclo: La muestra del paciente y el tampon se incuban junto con la bola durante 30
minutos. Durante este tiempo, la B-hCG libre de la muestra del paciente se une al
anticuerpo monoclonal murino anti B-hCG libre de la bola. Se realizan una serie de
lavados por centrifugacion para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no
fijados.
2° ciclo: El anticuerpo policlonal de cabra anti B-hCG libre marcado con fosfatasa
alcalina se afiade al tubo de reaccion original y se incuba durante otros 30 minutos. El
anticuerpo policlonal de cabra anti f-hCG libre marcado enzimaticamente se une a la f3-
hCG inmovilizada formando el complejo de anticuerpo tipo sandwich. El conjugado

enzimatico no unido se elimina mediante lavados por centrifugacion.
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Finalmente, se afiade el sustrato quimioluminiscente sobre el que la enzima
fosfatasa alcalina actuara dando lugar a una reaccion. La sefial se genera en proporcion

a la enzima unida. Lectura colorimétrica del producto final coloreado.

Volumen requerido: 5 ul de suero. Libre de hemolisis.

3.2.2.3. Calculo de los MoM de los parametros bioquimicos.

Hay que tener en cuenta que los marcadores bioquimicos varian con el tiempo de
gestacion en el suero materno, por ello hay que transformarlos a multiplos de la

mediana (MoM) corregidos por distintos pardmetros.

El programa Priscav.4.0.15.9 s de DPC Dipesa® calcula los MoM de la PAPP-A
y la B-hCG libre y son ingresados directamente en el programa Astraia (Figura 42)
debido a que no disponemos de uno de los métodos bioquimicos aprobados por la FMF

(Brahms Kryptor, Perkin-Elmer, Delfia Manual y Autodelfia).
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Figura 42. Los multiplos de la mediana (MoM) de la B-hCG libre y la PAPP-A son

ingresados directamente en el programa Astraia.
Los MoM de los marcadores bioquimicos deben ser corregidos para las

caracteristicas propias de cada embarazada. En el Hospital clinico San Cecilio los

factores de correccion son:
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% Peso materno

¢ Origen étnico

¢ Corionicidad en caso de gemelos

+» Habito de fumar, si 0 no (si se dice que abandono el cigarrillo o se desconoce si
fuma, las entradas son tratadas como —#0” para el calculo de MoM)

¢ Induccion de la ovulacion

++ Paridad

Si el célculo de las medianas y la conversion a MoM de los distintos pardmetros
se hace correctamente, el valor esperable de la mediana de los MoM para una poblaciéon

amplia debe ser 1.

33. CALCULO DEL RIESGO INDIVIDUAL DE ANOMALIAS
CROMOSOMICAS.

El célculo de riesgo se realizd a través del programa informatico Astraia
acreditado por la Fundacion de Medicina Fetal de Londres (Figura 43). Este programa
establece de forma individual el riesgo que tiene cada gestante de tener un hijo afecto

con alguna anomalia cromosémica (Trisomia 21, 18 y 13).

Para calcular el riesgo en términos de probabilidad se introducen los resultados
de los marcadores bioquimicos y ecograficos de la gestante en el programa informatico
y aquellas variables como edad, peso, raza, consumo de tabaco, diabetes, embarazo
gemelar o por fecundacion in vitro, que puedan influir en el célculo del riesgo. Toda
gestante tiene un riesgo a priori de tener un feto afecto por anomalia cromosémica que

depende de la edad materna y la edad gestacional.
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Figura 43. Calculo del riesgo individual de una paciente de padecer una trisomia 21, 18

y 13 mediante el programa Astraia.

Para conocer el riesgo individual de la gestante es necesario multiplicar este
riesgo a priori por una serie de cocientes de probabilidad que dependen de los resultados
de las diferentes pruebas que se le han realizado a la gestante. El cociente de
probabilidad se calcula dividiendo el porcentaje de fetos cromosdmicamente anormales

entre el porcentaje de fetos cromosdomicamente normales.

El poder discriminativo de los marcadores de cromosomopatias es diferente a lo
largo de la gestacion, su tasa de deteccion dependera en la semana de gestacion en la
que se realice su determinacion. Su utilidad depende de la amplitud de la diferencia de
su distribucion en embarazos afectados y no afectados, ya que de dicha diferencia

depende su poder discriminativo.

Como punto de corte de riesgo hemos utilizado 1 en 270 basandose en las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO). Toda

gestante con un valor debajo de este punto de corte establecido significard que tiene un
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riesgo bajo de cromosomopatia fetal, continuando asi con un control de embarazo
normal. Si el valor esta por encima del punto de corte establecido, indica un riesgo alto
de cromosomopatia fetal ofreciéndole la posibilidad de realizacion de una prueba

invasiva para confirmar el diagnostico.

De los 4629 cribados se han seleccionado aquellas gestantes con un riesgo
elevado de padecer alguna anomalia cromosdmica. Se ha utilizado como punto de corte
un riesgo de 1/270 expresado en el momento del cribado. En nuestro centro las

indicaciones para realizarse un procedimiento invasivo son:

+ Existencia de marcadores ecograficos sugestivos de cromosomopatias.
¢ Hijo/a previo y/o historia familiar con alteracion cromosomica.
« Padre/madre con anomalia cromos6mica balanceada.

% Ansiedad de los padres.

3.4. TECNICAS INVASIVAS.

En la consulta de diagnostico prenatal la ginecologa/o informa a la paciente de la
técnica que se le va a aplicar, cudles son sus objetivos y sus complicaciones. Para
realizar una solicitud de estudio genético se precisa que se adjunte correctamente
completado el volante de solicitud y el consentimiento informado. La gestante firma el
consentimiento informado antes del procedimiento en el que se detalla de forma
comprensible los riesgos y las limitaciones de la técnica. Es importante preguntar a las
pacientes su RH ya que debe administrarse una dosis de inmunoglobulina anti-D en

caso de que las pacientes sean RH negativo.

3.4.1. Biopsia de las vellosidades coriales.

La gestante se coloca en posicion decubito supino para la realizacion de la
técnica. Se realiza una exploracion ecografica via transabdominal para identificar el
lugar de puncién mds adecuado. La zona de la puncién se limpia con una gasa
impregnada de alcohol antiséptico y se inyecta anestesia local (Figura 44A). Guiada
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ecograficamente se introduce una aguja de 18 gauge y 15 cm de longitud hasta el corion
(Figura 44B, C). Se extrae el interior de la aguja (estilete o trocar) y seguidamente se
conecta a través de una alargadera o prolongador de unos 10 cm una jeringa de 20 ml
con 5 ml de heparina para obtener el material (Figura 44D). La aguja de aspiracion se
introduce repetidamente hasta conseguir suficiente tejido. A continuacion se desconecta

la jeringa con el prolongador y se extrae la aguja bajo la supervision ecografica.

Figura 44. Técnica de Biopsia corial (Fente: http://www.fetalmedicine.com)

Finalmente se observa el material extraido (Figura 45), para ello se recoge en
una placa de Petri y se observa con la lupa comprobando que haya suficiente cantidad
de muestra (se necesitan 15 mg), ausencia de decidua y que las vellosidades presenten
buena vascularizacion y no estén deterioradas. Se lleva una pequeia cantidad de

vellosidad corial a dos tubos de transporte diferentes.
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Figura 45. Material extraido después de la realizacion de la biopsia corial.

Condiciones de recogida de las muestras de vellosidades corionicas:

Esterilidad

Seleccion adecuada de la muestra

>15 mg

Rechazo de la decidua

El medio de transporte es un tampon fosfato salino PBS 1x (1ml).

VVVVYVYY

Es una solucion acuosa y salina (isotonica) que contiene cloruro sodico, fosfato
sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio (regulador de pH) (9 ml). Lo
facilita el laboratorio. Estéril y con tapon de rosca.

3.4.2. Amniocentesis.

El procedimiento es similar al de la biopsia corial. La gestante se coloca en
posicion decubito supino. Se procede a la exploracion ecografica para identificar el
lugar de puncién mdas adecuado (localizacion placentaria y volumen de liquido
amnidtico). Asepsia de la zona y anestesia local. Guiada ecograficamente se introduce
una aguja espinal de 21 gauge (calibre) y 15 cm de longitud (el trayecto de la aguja se
visualiza en todo momento) de manera perpendicular al amnios (Figura 46 A). Una vez
en la cavidad amnidtica se retira el fiador aspirando el liquido amnidtico mediante una
jeringa de 20 ml (Figura 46 B, C). Finalmente se retira la aguja con mucho cuidado. El
primer mililitro de desecha para reducir la posibilidad de contaminaciéon con células
maternas. Se necesitan dos tubos de transporte con 10 ml de liquido amniético cada uno

(Figura 46 D).
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Figura 46. Técnica de Amniocentesis (Fuente: http://www.fetalmedicine.com).

Una vez realizadas ambas técnicas se realiza un control ecografico para

comprobar la ausencia de complicaciones derivadas de la técnica.

Condiciones de recogida de las muestras de liquido amniotico:

> esterilidad
> extraccion 20 ml

» rechazo del primer ml por el riesgo de contaminacion materna
» jeringa y recipiente de transporte no toxicos y estériles

» recipiente de transporte con tapon hermético

» tubo —uniwksal” con tapa de rosca facilitados por el laboratorio

Conservacion de las muestras:

¢ Si las muestras se envian al laboratorio dentro de las 24 horas siguientes a la
extraccion, pueden conservarse a temperatura ambiente evitando la exposicion a

la luz solar.
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% Si por el contrario, se envian al laboratorio transcurridas 24 horas de realizar la
extraccion las muestras deben ser refrigeradas (2-10°C), con cuidado de no
congelar. Si se guarda en la nevera se debe poner en el compartimento de la
puerta para evitar un enfriamiento excesivo. No se debe retrasar el envio mas de

72 horas desde la extraccion.

Los tubos de transporte son etiquetados con el nombre de la paciente y su
nimero correspondiente acompanados del informe remitido por el ginecdlogo/a y el

consentimiento informado.

En ambos casos (muestras de liquido amnidtico (LA) y/o vellosidad corial (VC))
se extraen dos tubos, un tubo es para la UGC Laboratorios Clinicos unidad de Biologia
Molecular para el estudio de los cromosomas mediante la tecnologia QF-PCR y el otro
para el estudio citogenético convencional del cariotipo. El estudio del cariotipo no se
realiza en nuestro hospital, las muestras son enviadas a un laboratorio externo

(Echevarne: Laboratorio de andlisis clinico en Barcelona).

3.5. RECEPCION Y REGISTRO DE LAS MUESTRAS EXTRAIDAS EN
LA CONSULTA DE DIAGNOSTICO PRENATAL.

En la unidad de Genética se recepcionan las muestras (vellosidad corial y/o
liquido amnidtico) obtenidas en la unidad de Diagndstico prenatal, que vienen
acompafias de la solicitud y consentimiento informado correspondiente. Previa
comprobacion de que las muestras estdn en correctas condiciones (cantidad y calidad de
la muestra), se efectia el registro de entrada de la peticién en el sistema informadtico
OMEGA 3000, incluida la digitalizacion de la documentacion adjunta. Se garantiza la

proteccion de los datos y archivos de acuerdo con la legislacion vigente.

¢ ldentificacion del solicitante: teléfono de contacto y direccion postal completa.
% Para identificar al paciente: se emplean etiquetas identificativas con codigo
para identificar al paciente. Solicitamos que siempre que sea posible se nos

informe el NUHSA (Ntimero Unico de Historia de Salud de Andalucia).
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% Consentimiento informado del paciente firmando la solicitud de estudio
genético molecular.

 ldentificacion de la muestra: Mediante pegatinas con cddigo numérico. Se
asigna el mismo niimero de identificacion a la muestra y a la hoja de solicitud en

el espacio destinado a tal fin.

Una vez que se han registrado las muestras se procede a su procesamiento.

3.6. EXTRACCI(’)N’ DEL ADN DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS
MEDIANTE TECNICAS INVASIVAS.
La extraccion del ADN de vellosidad corial y liquido amniotico se realiza de

acuerdo con el kit comercial Quiagen.

3.6.1. Preparacion de las muestras de vellosidad corial para la extraccion
del ADN.

El ADN gendmico se extrajo a partir de 3-5 gr de vellosidad corial (Figura 47),
se debe realizar inmediatamente o por el contrario conservar en el frigorifico. Es
necesario identificar y separar todas las posibles trazas de tejido materno antes de la

extraccion.

Figura 47. Muestras de vellosidad corial en medio de transporte.

Se llevé a cabo segun el siguiente protocolo:

Se coge una pequena cantidad de tejido con una pipeta Pasteur y se traspasa a un
tubo eppendorf de 2.5 ml (el exceso de medio de transporte se aspira con una pipeta
Pasteur). A continuacion, se afiade buffer ATL 180 pul + 20 ul de protein kinasa K y se

mezcla con suavidad. El tubo se rodea con parafina para que quede sellado. Finalmente
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se incuba al bafio maria, este proceso se realiza para homogeneizar el tejido en
presencia de la solucion de lisis anterior a una temperatura de 55°C, minimo dos horas

con un maximo de toda la noche.

3.6.2. Preparacién de las muestras de liquido amniético para la extraccién
del ADN.

El ADN genomico se extrajo a partir de 6 a 7 ml de una muestra de liquido

amniotico (Figura 48 A).

Figura 48. A) Muestra de liquido amnidtico preparada para su procesamiento. B)

Muestra muy hematica de liquido amnidtico.

Se llevé a cabo segun el siguiente protocolo:

Se centrifuga el liquido amnidtico a 2000 rpm durante 15 minutos. Se descarta el
sobrenadante y al pellet celular se diluye con 200 pl de PBS 1x. Se mezcla todo

correctamente por pipeteo.
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3.6.3. Extraccion del ADN de las muestras de vellosidad corial y liquido
amnioético.

Para realizar la extraccion de ADN de las muestras de vellosidad corial y/o
liquido amnidtico se ha utilizado un extractor automatico de ADN —-QUIAcube” de
Izasa, es un método répido y de resultados inmediatos completamente automatizado.
Una vez preparadas las muestras se procede a la extraccion del ADN gendmico segun el

protocolo del extractor automatico.

De acuerdo con el protocolo existen 4 clases de tubos que deben ser
perfectamente numerados: un tubo de 2.5 ml, un tubo de 2 ml de tapén de rosca, un tubo

de 1.5 ml y una columna de Quiagen.

' - =2
— e \

Tubo 2.5 ml
(Tubo de
recogida): Se
coloca en la

posicion 3 del
adaptador de

Tubo 2 ml de
tapon de
rosca: Se

anade 200 pl

de muestra
(vellosidad

Tubo de 1.5
ml: Se aflade
la protesasa,
de acuerdo al
namero de
muestras

Columna
Quiagen:Se
coloca en
posicion
central del
adaptador de

rotor. corial/liquido rotor.
amniodtico).

Los tubos de recogida (2,5 ml) y columnas de centrifugacion Qiagen se colocan
en las posiciones correctas en cada adaptador de rotor tal como se describe en el
protocolo (Figura 49A). La tapa de la columna de centrifugacion y la del tubo de
recoleccion se mantienen firmemente en las ranuras en el borde del adaptador de rotor.
Para facilidad de uso y alta seguridad del proceso, los adaptadores del rotor s6lo encajan
en los cubos de centrifuga en una orientacion especifica (Figura 49B). El tubo con la
proteasa se coloca en el QUIAcube en la posicion A, la tapa del tubo se introduce en la
ranura correspondiente (Figura 50). Se comprueban los niveles de buffer y se rellena si

es necesario. Hay que cambiar el agua desionizada y autoclavada cada vez que se
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procesen nuevas muestras. Se colocan protectores de salpicaduras de silicona en la parte
superior del bastidor agitador para ayudar a prevenir la contaminacion cruzada y dos

bastidores de puntas en la mesa de trabajo: puntas con filtro de 200ul y de 1000p1.

Ll

Figura 49. A) Adaptador de rotor. B) Agitador orbital con los cubos de centrifuga

donde se colocan los adaptadores de rotor.

Posicion A que ocupa la proteasa
Bastidores de puntas

Figura 50. Bastidor agitador, buffers y bastidores de puntas.

Se selecciona el protocolo “dna 200 pl elution” en la pantalla del aparato y se

siguen las instrucciones (Figura 51).
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-
QlAcube ®

Figura 51. Extractor de ADN -QUIAcube”.

La extraccion de ADN en el extractor automatico sigue los mismos pasos que en
el procedimiento manual: lisis, lisado, lavado y eluido. Las muestras se sometieron a
lisis en el agitador orbital, que es calentado durante el proceso. Cada lisado se transfiere
a una columna de centrifugacion en un rotor adaptador. El lisado antes debe ser lavado,
para ello primero es transferido a la posicion media del rotor adaptador. Los acidos
nucleicos se unen a la membrana de silice o resina de purificacion de la columna de
centrifugacion Quiagen y se lavan para eliminar los contaminantes. La columna de
centrifugacion se transfiere a un tubo de recogida para la elucion de acidos nucleicos

purificados.

Durante el procesamiento de la muestra la pantalla tactil muestra el estado

del protocolo y el tiempo restante.
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3.6.4. Valoracion de la concentracion y pureza del ADN extraido.

Anteriormente a la PCR se comprueba que el ADN extraido es puro y no se
encuentra contaminado por proteinas, para eso realizamos la espectrofotometria.
Utilizamos un espectrofotometro UV (Jenway-Genova) (Figura 52). Solo se realiza para
muestras de vellosidad corial. En este caso se realiza una dilucion % de la muestra

(preguntar a estas).

< Z

Figura 52. Espectofotometro Jenway-Genova

Se mide la absorbancia (A) a una longitud de onda de 260 nm (una unidad de
absorbancia equivale a 50 ng/uL de ADN de doble hebra). La pureza del ADN se
termina midiendo la relacion entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm
(Az60/A2g0). Debe estar entre los valores 1.7 y 1.9 para que el ADN esté puro. Distintos
valores indican contaminacion por proteinas.

Protocolo:

1. En la cubeta del espectrofotometro se pipetean 80ul de agua destilada como
blanco.

2. Pulsar el botén de blanco en el espectrofotometro para ajustar la linea de base.

3. Selava la cubeta con agua destilada y se seca con nitrégeno

4. A continuacion, en la cubeta se afiaden 60 pl de agua destilada + 20 ul de ADN
(1:4) de la muestra de vellosidad corial. Se mezcla el contenido vigorosamente
y se da un pulso de centrifuga. Se mide la absorbancia.

5. Finalmente se calcula la cantidad de ADN.

(A260) unidad de dSADN=50 pg /ml

121



MATERIAL Y METODOS.

[ADN]ug/ml= (OD 260) x Factor de Dilucién x 560 ug de ADN/ml/1

Unidad OD 260

3.7. AMPLIFICACION DEL ADN: Reaccién en cadena de la polimerasa

Para la amplificacion del DNA se llevo a cabo la técnica Reaccion en cadena de
la polimerasa descrita por el Doctor Kary Mullisen (1983). Esta técnica amplifica los
marcadores STRs mediante la utilizacion de primers marcados fluorescentemente.
Consta de tres fases que se desarrollan a lo largo de una serie de ciclos repetitivos,
donde primero hay una desnaturalizacion del ADN molde, seguido de la hibridacion de
los primers fluorescentemente marcados y finalmente la extension mediante la accion de

la enzima taq polimerasa.

La amplificaciéon del ADN se llevo a cabo siguiendo la metodologia del kit
comercial Pevyser compact” de Applied Biosystems, producto de diagndstico in vitro
para la deteccion de aneuploidias de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y. Se han
seleccionado un total de 22 marcadores: 6 STRs para el cromosoma 21; 5 para el
cromosoma 13; 4 para el cromosoma 18 y 4 para los cromosomas X e¢ Y. Ademas, la
secuencia no polimorfica del gen amelogenina (AMEL) y la secuencia SRY también
fueron incluidas para detectar el sexo del feto. Para facilitar la identificacion de
monosomias X, en nuestro laboratorio hemos incluido el marcador 7X que permite
hacer una cuantificacion relativa de los cromosomas 7 y X. La amplificacion se llevo a
cabo en un Termociclador Gene Amp PCR Systems 2400 (Applied Biosystems) (Figura
53).
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Figura 53. Termociclador Gene Amp PCR Systems 2400

3.7.1. Preparacién de la muestra de reaccién (Master Mix).

Reactivos:

% PCR ACTIVADOR II
% DEVYSER COMPACT MIX

Protocolo:

Se empieza realizando un pulso de centrifuga a cada uno de los tubos para
recolectar el contenido en el fondo de los mismos. En condiciones estrictamente
estériles, se afiaden 1000 pl de Devyser compact mix al tubo del PCR activador II. Se
mezcla pipeteando varias veces hasta el fondo de cada tubo. Se agita con vortex la
mezcla de reaccion y se centrifuga brevemente. A continuacion, se afiade a cada tubo de
PCR, 20 pl de la mezcla de reacciéon Master mix. Finalmente se tapan los tubos de PCR
y se centrifugan nuevamente (pueden ser almacenados entre +2° y +8°C al menos 7 dias

y por debajo de -18° C al menos 30 dias).

3.7.2. Preparacién de las muestras y amplificacién mediante PCR

Para la realizacion de la PCR se realizo la siguiente mezcla con un volumen final

de reaccion de PCR de 25 pl.
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Protocolo:
En condiciones estériles se afiaden 5 pl de la muestra de DNA (antes hay que diluir

el ADN a 10 ng/ul) a un tubo de reaccion de PCR (master mix) de 20 ul. Finalmente se

tapan los tubos y se centrifugan brevemente.

Fl termociclador debe ser encendido 30 minutos antes de comenzar con la

amplificacion. Se selecciona un volumen de reaccion de 25 pl. Se desnaturaliza la
mezcla a 95°C durante 15 minutos, seguidamente se inicia la PCR programando 27

ciclos de PCR de 30 segundos a 94°C, 90 segundos a 58°C, 90 segundos a 72°C con una

extension final de 30 minutos a 72°C. Una vez finalizados los ciclos se mantiene a 4°C

La duracion aproximada es de 2 horas y 45 minutos (Figura 54).

Pre-Denaturation Cycling Final Extension
'—*QST 94°C |
] . \_\.
; 15 min 30 sec’ _ _
! ) 72°C: 72°C :
.'F ". /90sec.  30min
: \ 58°C /
/ 90 sec "‘
Ambiént - ~ ~ l‘,
27 cycles 'L. 4c
o

Figura 54. Perfil térmico para la amplificacion del ADN de las muestras.

Una vez finalizada la amplificacion se recogen los tubos del termociclador y se

vuelven a centrifugar brevemente. Se retiran los tapones para evitar posibles

contaminantes por el efecto del aerosol.

124



MATERIAL Y METODOS.

3.7.3. Preparacion de las muestras para la deteccion de los STRs en el
analizador genético ABI PRISM 310.

Una vez finalizado el proceso de amplificacion mediante PCR se prepara el
cocktail de carga en un tubo, afiadiendo 15 pl de Formamida (Hi-Di® Formamida), que
actiia como agente desnaturalizante de DNA + 0.5 pl de Gene-Scan-500 LIZ (Applied
Biosystem). Se agita con Vortex durante 15 segundos. Se dispensan 15.5 ul a cada tubo
individual que van a ser introducidos en el analizador Genético. A continuacion, se
afiade 1.5 pl de producto de PCR (muestra de vellosidad corial diluida al 1/4) al tubo

que contiene el cocktail de carga y finalmente se sellan los tubos.

Posteriormente se desnaturaliza la muestra a 95°C durante 5 minutos en el
termociclador (Tabla 8), seguido de una incubaciéon en hielo durante 3 minutos.

Finalmente las muestras se introducen en el analizador genético.

Tabla 8. Programa de desnaturalizacion

Method

952C

3.8. DETECCION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN.

La deteccion de los productos amplificados fue llevada a cabo por el Analizador
Genético ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer de Applied Biosystems mediante

electroforesis capilar (Figura 55).
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Figura 55. Analizador genético ABI PRISM® 310

Reactivos para la deteccion de los fragmentos:

Agua desionizada estéril.

Formamida desionizada (Hi Di™ Applied Biosystems).

Marcador de peso molecular (GeneScan®-120 [LIZ]™ GS 500 LIZ® de Applied
Biosystems Applied Biosystems).

Buffer con EDTA (ABI PRISM® 310 10X).

POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4, Applied Biosystems).

Capilar de silice (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer Capillary de 47 cm de
longitud, 50um de diametro).

Jeringa 1 mL.

Dos viales de 4 mL para el buffer y el agua.

Gradilla con 48 pocillos.

Tubos de 0.5 mL (Genetic Analyzer Applied Biosystems).

Tapones (Applied Biosystems).

La electroforesis capilar se utiliza para separar fragmentos de ADN seglin su

tamafio y carga eléctrica a través de un polimero en un campo eléctrico. Las muestras se

separaran por electroforesis a medida que viajan a través de polimero en el capilar.

126



MATERIAL Y METODOS.

Dado que el capilar se fija a lo largo de la mayor parte de su longitud a una placa de

calor, la temperatura es controlada durante la electroforesis.

Las secuencias cortas en tandem (STRs) son secuencias cortas de ADN repetidas
y especificas para cada cromosoma. Estas son amplificadas por PCR. Emplea primers
marcados fluorescentemente que permite visualizarlas y cuantificar estos productos de
la PCR. La cuantificacion se lleva a cabo calculando la relaciéon proporcional
Area/Ratio de las areas de cada uno de los picos respectivos de su STR utilizando el
secuenciador. Dependiendo del nimero de veces que se repitan los tri, tetra or pentra-
nucleootidos los STRs varian en tamano entre los distintos individuos. Los STRs
amplificados con esta técnica permiten determinar el nimero de copias de esa region
cromosdmica, por lo tanto, en un individuo heterocigoto normal los dos alelos producen

productos de igual fluorescencia.

Los STRs utilizados han sido los del kit Devyser compact para la deteccion de
aneuplodias de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y en diagndstico prenatal. La

localizacion de estos STRs se muestra en las siguientes tablas:

Tabla 9.Marcadores seleccionados para la deteccion de aneuploidias mediante QF-

PCR.

MARCADOR LOCALIZACION MARCADOR HETEROCIGOSIDAD MARI’:\’A\CI:\IESOR COLOR
13A 13q12.12 D13S742 0.89 232-316 VERDE
13B 13q21.32 D13S634 0.89 365-425 AZUL
13C 13g31.3 D13S628 0.74 425474  AMARILLO
13D 13q13.3 D13S305 0.80 413-479 VERDE
18B 18q12.3 D18S978 0.77 180228  AMARILLO
18C 18q12.3 D18S535 0.78 298-350 AZUL
18D 18922.1 D18S386 0.94 322-403 VERDE
18M 18p1132  GATAI7S8F11 0.81 346-405  AMARILLO
18J 18p11.31 D18S976 0.75 130487 RO
21A 21q21.3 D21S1435 0.76 150-207 AZUL
21B 21q21.1 D21S11 0.82 220-285 AZUL
21C 21q22.3 D21S1411 0.89 246-340  AMARILLO
21D 21q22.13 D21S1444 0.81 440-492 AZUL
21H 219213 D21S1442 0.80 360415 [NRCIONN
211 21q21.1 D2181437 0.81 105-150  AMARILLO
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Tabla 10. Marcadores seleccionados para la deteccion de aneuploidias mediante QF-

PCR.

RANGO

MARCADOR LOCALIZACION MARCADOR HETEROCIGOSIDAD MARCADOR COLOR
Xp22.22 X=106
XY1 AMEL - VERDE
Ypll.2 Y=112
Xp21.3
XY2 DXYS267 0.82 182-222 VERDE
Ypll1.31
X1 Xq26.2 DXS1187 0.74 120-170 VERDE
X2 Xql3.1 DXS981 0.76 230-260
X4 Xq21.33 DXS6809 0.78 290-350
Y1 Xpl1.31 SRY - 236 AMARILLO

7q34 7=184
X 7X -
Xql3 X=204

3.8.1. Preparacion del ABI PRISM 310.

Una vez preparadas las muestras hay que inyectarlas en el analizador, pero antes
de ello es necesario poner a punto el aparato. El equipo esta enteramente controlado por
ordenador, es importante encender primero el ordenador y a continuacién el ABI

PRISM 310. Se siguieron los siguientes pasos:

» El primer paso es establecer la comunicacion entre el ABI 310 y el
ordenador. El1 ABI 310 utiliza como software de recogida de datos el 310 Data
Collection. La técnica utilizada es el marcaje del ADN con multiples fluorocromos. Este
software recoge y analiza los datos en bruto (crudo) de la secuenciacion de los
fragmentos del ADN. El dato bruto es la fluorescencia de los fragmentos de ADN
marcados que detecta la camara CCD, separados en el capilar por electroforesis y
excitada por el laser cuando pasa por la ventana de deteccion. El programa automatiza
el tamafio de fragmentos de ADN. También proporciona flexibilidad para confirmar

interactivamente y afinar el analisis de datos.

A través del Data Collection el ABI reconoce la posicion del autosampler y de la

jeringa de inyeccion.

» Se coloca el bloque de metacrilato limpio y seco en el automuestreador.

A continuacion se coloca el capilar; para su correcta colocacion es necesario limpiar
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anteriormente la ventana del capilar con papel humedecido en etanol absoluto. Hay que
abrir la puerta que cubre la placa de calor. Se introduce el capilar en la valvula que
conecta con el bloque de metacrilato hasta llegar a la primera interseccion y se cierra
bien la valvula. Alinear la marca de lectura del capilar en la placa del detector del laser
en posicion vertical. A continuacion hay que colocar el otro extremo del capilar en el
bloque que contiene el catodo deslizando el capilar hacia abajo quedando justo a la

altura de este. El capilar se sujeta a la placa térmica con cinta adhesiva. Por ultimo

cerrar la puerta del detector laser para asegurar la posicion de la ventana del capilar.

‘ "; ;."‘ :(;i ; =
AUTOSAMPLER REGION

Figura 56. Analizador genético ABI PRISM® 310.

» Preparacion de la jeringa: Es el depodsito del polimero durante la
carrera, la jeringa debe estar bien limpia para tal efecto y bien enroscada para que no
haya pérdidas de polimero (Figura 57). El polimero utilizado es el POP-4, se pone la

cantidad necesaria dependiendo de la cantidad de muestras que vayamos a utilizar.
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Figura 57. Jeringa del ABI PRISM® 310.

> Rellenar el capilar y el bloque de metacrilato “seq fill capillary” con
el polimero POP-4: Con la jeringa se procede al llenado del bloque de metacrilato y

sus conductos evitando la formacion de burbujas de aire con la jeringa.

>  CALIBRACION DEL ABI PRISM 310:

Hay que establecer a través del software de recopilacion de datos la posicion de
la jeringa y del autosampler: Se retira la bandeja de muestras y el tubo Eppendorf del
autosampler. Para calibrar el autosampler nos ayudamos de unos puntos negros que

existen en la parte delantera y trasera de la plataforma donde va la bandeja de muestras.
Hay que alinear el punto de calibracion en la parte frontal de la plataforma de la

bandeja con el capilar. El electrodo y el capilar deben estar sumergidos en la muestra

durante la inyeccion electrocinética. El volumen minimo de la muestra es de 10 pl.
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3.8.2. Programacién de las muestras.

Una vez preparadas las muestras antes de comenzar la electroforesis capilar se
programan las muestras en el software de recogida de datos 310 Data Collection

versiéon 3.1.0.

» GeneScan: Sample sheet

La programacion de la muestras se realizd en el software de recogida de datos

Data Collection (Figura 58).

Create new :

@ @ Fo Fo/ )\

Sequence GeneScan Sequence  Sequencel GeneScan eneScan
Injection Injectian Smpl Sheet Smpl Sheel Smpl Sheet/ Smpl Sheet
List List 42 Tube 95 Tube Tube 95 Tube

Figura 58. Hoja de muestras.

Hay que indicar que se va a analizar con 5 colores. En la hoja de muestras se
pone la informacién relevante de cada muestra, como es el nimero de muestra, fecha
del analisis y posicion que ocupa en la gradilla. En la columna —std” aparece un rombo
que significa el color del estandar de cada muestra. En la hoja de muestras siempre se
dejara la posicion Al para el test (Figura 59). La hoja se guarda en su carpeta

correspondiente.
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& 310 Data Collection Software - Version 3.1.0

File Edit Instrument Window Help
f=3Untitled-1
GeneScan Sample Sheel

» | Sample Hame Collection Hame |Col... Std Sample Info Comments
A1 |TEST =none:=

4
A3 |PN@E1225 <none=

€
A5 |PN@R1226 =none:=

4
AT |PN@1227 <none=

o | €

Figura 59. Hoja de muestras

Una vez programadas las muestras, se establecen una serie de pardmetros de

analisis a través de GeneScan Injection List (Figura 60).

Create new :

zeneScan) Sequence Sequence  ZeneScan GeneScan
Smpl Sheet Smpl Sheet Smpl Sheet Smpl Sheet
42 Tube 95 Tube 42 Tube 95 Tube

Injection
Li=st

Injection
List

Figura 60. Lista de inyeccion

3.8.3. Lista de inyeccién.

A continuacion, se realiza la lista de inyeccion para ello, incorporamos a esta
lista la hoja creada anteriormente. La lista de inyeccidn especifica el orden para procesar
las muestras, cuantas inyecciones se hacen de cada muestra, el modulo y las condiciones
de funcionamiento para cada inyeccion. El boton Ejecutar en la lista de inyeccion se
utiliza para comenzar la carrera. Cada tubo de muestra se asocia con una posicion

determinada.
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Se pueden hacer una serie de modificaciones, repetir algunas muestras
cambiando parametros como el tiempo de inyeccion o modificar el orden de inyeccion

de las muestras.

Hay una primera columna que especifica el orden de las muestras en ejecucion.
Al seleccionar el moédulo que se encuentra en la segunda columna los parametros de
ejecucion van de acuerdo con el modulo seleccionado (temperatura, voltaje de
electroforesis, tiempo de inyeccion). Estos parametros pueden ser modificados segun las

condiciones deseadas de cada uno (Figura 61). El modulo seleccionado es el siguiente:

Tabla 11. Modulo de analisis seleccionado para el procesamiento de las muestras.

Modulo GS STR POP 4 (1ml) G5v2

Voltaje de inyeccion 15
Tiempo de inyeccion 5 segundos

Moltaje de electroforesis 15
Temperatura de electroforesis 602
Tiempo de electroforesis 40
Matriz AME 5 Dye

Voltaje y tiempo de inyeccion: Estos parametros pueden ser modificados para
regular la cantidad de ADN que entra en el capilar. Es posible aumentar el tiempo de
inyeccion si la intensidad de la sefial de la muestra es muy débil, con esto se consigue
que se inyecte mas cantidad de muestra para ser detectada ya que aumenta la sefial de

fluorescencia.

Voltaje de electroforesis: Se ha utilizado el polimero POP-4 cuyo voltaje
estandar es de 319 V/cm. El capilar del ABI 310 tiene una longitud de 47 cm con lo que
supone un voltaje total de 15 K y una corriente de 7-9 pA. Dadas estas condiciones de
electroforesis un fragmento de 400 pares de bases tarda unos 40 minutos en llegar a la

ventana de deteccion.

Temperatura de electroforesis: La temperatura necesaria para analisis de

fragmentos es de 60°.
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Tiempo de electroforesis: el tiempo de electroforesis es un 10% mayor a la
media del tiempo necesario para que ocurra la migracion del fragmento de mayor

tamano.

3 Geretan Injeton Shet - Unete

Sample Sheet: SampleSheet-WedMar2l]1IM..'|D B R ‘ | ‘ [ ‘

Length to Detector: W tm  Operafor: |engfca HUSC

Inj{ Tube & Sample Hame Module Ij.Secs | kv | RunkV | Run'C Run Time Wtrix File Auto Anlz | Analysis Parameters $ize Standard

1 AT ) il Caplary 9 I i 0 I DAME 5 Dye [ e <ores ﬂ
1 M-TET Test OCD 3-Coly il I 0 il I W‘AMESDye.rrnx [ e L

34 (55 STR POPA 1 1) G5... 1 130 130 il ZB\AMESDye.m [ e ires

415 mge (55 STR POR4 (1 ) G5... ] 150 150 BD| QB\AMESDye.rrnx © e enires

5 AT (55 STR POPA 1 L) G5... 3 130 150 BD| ZB\AMESDye.m [ e nrer

f 49 mige (55 STR POR4 (1 ) G5... § 150 150 BD| QB\AMESDye.rrnx © e enires

T A1-TET ) il Caplary 19 I i 0 D| D\AMESDye.rrm: [ e i

Figura 61. Lista de inyeccion.
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Antes de llevar a cabo el analisis se realiza el test de los cinco colores (test CCD
5-color) (Figura 62), este test comprueba que la ventana del capilar estd correctamente
colocada y limpia. Tiene una duraciéon de 5 minutos. Hay que comprobar que la linea

basal este entre 800 y 2500 en escala vertical.

Figura 62. Test de los 5 colores realizado en las muestras prenatales.

Cuando se ha alcanzado la temperatura de electroforesis 60° pulsamos —FuUN” y

comienza el analisis electroforético.

3.9. ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

El software GeneMarker version 1.91 es el encargado del analisis de los
resultados. Este software determina el tamafio de los fragmentos calculando altura y
area de los picos. Identifica los alelos correspondientes a estos picos. Los fragmentos se
analizan con el filtro G5 (los filtros se utilizan para separar las distintas longitudes de
onda) y la matriz AME 5 Dye. La matriz matematica es la encargada de corregir el

solapamiento entre las longitudes de onda emitidas por los 5 fluorocromos.

El empleo de —primers” marcados fluorescentemente nos permite visualizar y
cuantificar los productos de la PCR. La cuantificacion se lleva a cabo calculando la
relacion proporcional area/ratio de las areas de cada uno de los picos respectivos de su
STR utilizando un secuenciador automatico de ADN. Como los STRs varian en tamafo

entre individuos, dependiendo del numero de veces que se repiten los tri-, tetra- o penta-
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nucledtidos, el DNA amplificado de individuos normales que son heterocigotos para un
marcador STR mostrara dos picos diferentes (tienen alelos de diferente longitud) con un

jrea similar.

El rango de altura aceptable para los picos de cada marcador se situa entre 50 y

6000 unidades relativas de fluorescencia (RFU).

En el anélisis llevado a cabo para que un resultado sca NORMAL al menos dos
marcadores de un genotipo dialélico, para cada uno de los cromosomas analizados

debe ser informativo.

Para un resultado ANORMAL debe haber al menos dos marcadores que sean

informativos de un genotipo trialélico, para alguno de los cromosomas analizados.

»  Patron alélico normal se determina por:

Aparecen dos picos para un determinado marcador y estos tienen una altura/area

similar siendo asi el Area Ratiol:1 (marcador heterocigoto) (Figura 63).

L Jo

S5 204] Bl

Figura 63. Marcador dialélico (area ratio 1:1)

»  Patron alélico anormal se determina por:

a) Aparecen tres picos para un determinado marcador y estos tienen una

altura/area similar siendo asi el Area Ratio 1:1:1 (Figura 64).

b) Aparecen dos picos para un determinado marcador y estos tienen una

altura/area diferente siendo asi el Area Ratio 2:1 6 1:2 (Figura 65).
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Figura 65. Marcador dialélico de trisomia (area ratio 2:1; area ratio 1:2)

»  Marcador Homocigoto/monosémico.

Los individuos que son homocigotos (tienen alelos del mismo tamafio) o
monosdmicos mostrardn un unico pico. Un perfil monosémico para cromosoma X se
determina siempre y cuando ocurra que:

a) Todos los marcadores X y XY muestran un perfil homocigoto.
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b) No aparecen el Pico 2 del marcador XY1 y el pico Y1.
c¢) El marcador 7X muestra dos picos con una relacion altura/ area diferente y

ademas el Area Ratio es de 2:1.

La incapacidad del analisis de STR para distinguir sujetos que son homocigotos
0 monosdémicos es el principal problema cuando se quieren descubrir anormalidades en
los cromosomas sexuales. Aun cuando se utilizan STRs especificos para el cromosoma
X, algunas muestras de hembras XX normales pueden mostrar perfiles homocigotos de
QF-PCR, indiferenciables de aquellos producidos con un tnico cromosoma X, como en
el sindrome de Turner. La incorporacion en el andlisis de marcadores STR adicionales
del cromosoma X reducird pero no eliminard la posibilidad de confusién en una

homocigosis.

Para la identificacion de monosomias X se utiliza el marcador 7X que permite
hacer una cuantificacion relativa de los cromosomas 7 y X. En una hembra normal el
ratio esperado 7X es 1:1 (Figura 66A). En varones normales y hembras con monosomia

X se muestra un ratio 2:1 (Figura 66B).

ima 5

i : 8.5

B L AT =
a3 | R ST i

Figura 66. A) Hembra normal con un area ratio 1:1 B) Varon normal con un ratio 2:1
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‘J__JLJ_L

N B

Ratio Criteria (RC)

RC1: Se utiliza cuando la distancia entre los dos picos de aquel marcador es mejor de
24 pb.

RC 2: Lo empleamos cuando esa distancia es mayor de 24 pb.

Tabla 12. Marcadores dialélicos
Relacion 1:2 No concluyente No Concluyente

{0 | 0.65-0.74 0.75-1.44 1.45-1.80
RC 2 0.65-0.74 0.75-1.44 1.55-1.80
Tabla 13. Marcadores trialélicos
Relacion No concluyente 1:1:1 No concluyente

RC1 <0.74 0.75-1.44 >1.45
RC 2 <0.74 0.75-1.54 >1.55

3.10. ANALISIS DE LOS CROMOSOMAS MEDIANTE LA QF-PCR Y
CARIOTIPO CONVENCIONAL.

La realizacion de técnicas invasivas se ha realizado en 262 pacientes de 4629
que se sometieron al —test combinado del primer trimestre” en el periodo de Mayo de
2009 hasta Abril de 2011. Hemos aumentado el numero de muestras a analizar hasta
diciembre de 2012 para hacer un estudio mas completo y poder comparar los resultados
de la QF-PCR con el cariotipo, por lo tanto, se han analizado los cromosomas de un
total de 928 muestras de mujeres embarazadas que se han realizado una prueba invasiva
(biopsia corial y/o amniocentesis) mediante técnicas citogenéticas. Todas las muestras
se analizaron tanto por QF-PCR como por cariotipo completo, para realizar la

comparacion de los resultados.

Las anomalias cromosomicas detectadas mediante cariotipo, se clasifican como
normal o anormal. El grupo anormal incluye cariotipos con un riesgo elevado o incierto
de resultado clinicamente adverso (trisomias 21, 18, 13, monosomia X, otras

aneuploidias de los cromosomas sexuales, triploidias, tetraploidias, otras trisomias,
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deleciones o duplicaciones, reordenamientos balanceados de novo, y reordenamientos
no balanceados y trisomias en mosaico) mientras que el grupo normal incluye cariotipos
sin riesgo o bajo riesgo de resultado clinicamente adverso (translocacion equilibrada y
reordenamientos de novo sin pérdida de material genético). A continuacidn, se

clasificaron los casos anormales en funcidn de si se detectaron mediante QF-PCR o no.

Tras obtener los resultados del cariotipo, se analiz6 el grupo de pacientes que
presentaron anomalias cromosOmicas clinicamente significativas para determinar que
medida ecografica de TN y que anomalias ecogréficas serian las més indicadas para
realizar el cariotipo completo ademas de la QF-PCR. Hemos calculado como
aumentaria la tasa de deteccion de esas anomalias realizando cariotipo completo en ese
porcentaje de casos, la reduccion de costes econdomicos y que casos no serian detectados
con esta politica restrictiva versus la actual de realizar ambas pruebas en todas las

pacientes.
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4.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION CRIBADA (Periodo de
Mayo de 2009 hasta abril de 2011).

Se han estudiado un total de 4629 pacientes con gestacion simple en el primer
trimestre de embarazo (semanas 11-1376). Dentro de este grupo se identificaron 214
(4.6%) pacientes con un cribado de alto riesgo de anomalias cromosomicas y 4415
(95.4%) pacientes con un bajo riesgo (Figura 67). De las 214 pacientes que presentaron
un riesgo elevado, a 181 (84.6%) se les realiz6 la prueba invasiva y a 33 (15.4%) no se
le realizd ninguna prueba invasiva durante la gestacion. De las 4415 pacientes que
presentaron un bajo riesgo de anomalias cromosomicas, 81 (1.8%) se sometieron a una
prueba invasiva por decision propia. En total son 262 (5.7%) pacientes a las que se les

realiz6 una prueba invasiva diagndstica para el estudio de cromosomopatias (Figura 68).

Cribado de alto riesgo ¥ Pacientes que no se realizaron una técnica

= Cribado de bajo riesgo Invasiva

Pacientes que se realizon una técnica

4.6% invasiva
5.7%

k 94.3%

Figura 67. Poblacion cribada n=4629 Figura 68. Pacientes sometidas a una prueba

diagndstica invasiva.

La edad materna promedio de las pacientes objeto de nuestro estudio, fue de 37
afos (rango, 15-49). La edad gestacional media en el momento de la ecografia para la
valoracion de los marcadores ecograficos fue de 12 semanas (Figura 69). Las

caracteristicas de la poblacion se resumen en la tabla 14.
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Tabla 14. Caracteristicas de la poblacion de estudio (n=4629)

Caracteristicas Maternas
*

Modo de concepcién* (n (%)):

» Invitro 77 (1.7%)

» [Espontaneo 3297 (71.2%)

» No se conoce 1255 (27.1%)
‘Longitud créaneo-caudal (mm, mediana (rango)) 62,05 (42-94.20)

TN(mm, mediana (rango 1.803 (0.9-9.0

*Variables incorporadas en el algoritmo para el célculo de riesgo.

3.000-

2.000-
1.000=
0 T T
9 10 11 12 13 14 15

SEMANA GESTACION

Frecuencia

Figura 69. Distribucion de la edad gestacional en el cribado del primer trimestre.
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4.1.1. Poblacién aneuploide.

Del total de 4629 pacientes cribadas, se han identificado 4572 (98.8%)
embarazos euploides y 57 (1.2%) casos de anomalias cromosomicas (Figura 70). Las
anomalias cromosdmicas encontradas corresponden a: 37 (65%) casos de trisomia 21; 5
(8.8%) casos de trisomia 18; 6 (10.5%) casos de trisomia 13 y 2 (3.6%) casos de
sindrome de Turner, el 12.1% restante corresponde a: 1 (1.7%) trisomia 9; 4 (7%) casos
de translocaciones equilibradas; 1 (1.7%) cromosoma Y satelitar y 1 (1.7%) inversion

del cromosoma 9 (Figura 70).

Trisomia 18 Trisomia 13
8.8% 10 5%

Otras
' anomalias
Embarazos 12.1%

euploides
98.8% Embarazos Turner

i —— <——_aneuploides 3.6%
1.2%

Trisomia 21
65%

Figura 70. Anomalias cromosomicas en la poblacion estudiada (N=4629).

4.2. EFICACIA DE LA TECNICA DE CRIBADO COMBINADO EN EL
PRIMER TRIMESTRE.

El cribado combinado del primer trimestre basado en la edad materna, TN,
marcadores ecograficos secundarios (HN, DV y RT) y marcadores bioquimicos (PAPP-
A y B-hCG) presentd una tasa de deteccidon para la trisomia 21 y otras anomalias
cromosdmicas del 96% con una tasa de falsos positivos del 3.7%. En la Tabla 15 se

resumen la especificidad y los valores predictivos positivos y negativos.
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Tabla 15. Capacidad técnica del método de cribado.

Tasa de deteccion 96%

Tasa de fasos positivos 3.7%
Especificidad 96%
Valor predictivo positivo 21%

Valor predictivo negativo 100%

La utilizacion de este método de cribado ha permitido la deteccion de 36/37
(97.3%) casos de trisomia 21; 3/5 (60%) casos de trisomia 18 y 4/6 (66.7%) casos de
trisomia 13, cuando se establece como punto de corte el valor de 1/270. Se identifico
también un caso de sindrome de Turner (1/2, 50%), que aunque el cribado no es
especifico para esta aneuploidia, la identificacion de hallazgos ecograficos anormales
hizo sospechar de esta anomalia. Si para la estimacion del riesgo de la trisomia 18 se
establece como punto de corte 1/100 permitira la deteccion de 4/5 (80%) fetos afectos
de trisomia 18. En el caso de la trisomia 13 si se establece como punto de corte 1/100 se

detectara el 100% de los fetos afectos de trisomia 13 (Tabla 16).

Tabla 16. Numero de anomalias cromosOmicas encontradas en nuestro estudio y tasa de

deteccion de aneuploidias basadas en el cribado combinado del primer trimestre.

Anomalias Anomalias que TD de la trisomia TD de la trisomia
L. N presentan un 18 con riesgo 13 con riesgo
Cromosomicas riesgo=270 1:100 1:100
Trisomia 21 37 36 97.30% - - - -
Trisomia 18 5 3 60% 4 80% -
Trisomia 13 6 4 66.70% - - 6 100%
Sindrome de 2 1 50% i i i i
Turner
Total 50 43 86% 4 - 6 -
169 3.70%

TD: Tasa de deteccidon

En el presente estudio se encontraron dos casos de falsos negativos: El primer
caso fue una trisomia 21 no diagnosticada a lo largo del curso del embarazo, debido a
que presentd un cribado combinado de bajo riesgo (1/2814), ya que los marcadores
ecograficos (translucencia nucal y marcadores ecograficos secundarios) y bioquimicos

(fB-hCG libre y PAPP-A) presentaron valores normales. Como consecuencia, el
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resultado postnatal fue de una nifia con Sindrome de Down. El segundo caso fue una
trisomia 18, con cribado combinado de bajo riesgo, por presentar los marcadores
especificos de anomalias cromosomicas normales. En la exploracion ecografica se
observo la presencia de manos en garra caracteristica de este sindrome, por ello la

madre decidio realizarse la prueba invasiva. El resultado fue un aborto espontaneo.

4.3. COMPORTAMIENTO DE LA TRANSLUCENCIA NUCAL EN
FETOS EUPLOIDES Y ANEUPLOIDES.

La mediana de la translucencia nucal de la poblacion cribada (n=4629) fue de
1.8 mm (rango 0.9-9.0) con una desviacion tipica de 0.49. La distribucion de los valores
de la TN se muestra en la figura 71. En la figura 72 y 73 se muestran los valores de la

TN en fetos euploides y aneuploides respectivamente.

1.000-]

&00-

600

Frecuencia

400+

2004

T T T
6,0 a0 10,0

TN (mm)

Figura 71. Distribucion de la TN en la poblacion cribada.
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00
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Figura 72. Distribucion de la TN en fetos euploides.

10

Frecuencia

40 s0 &0 70 80 90 100

TN (mm)
Figura 73. Distribucion de la TN en fetos aneuploides.
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El valor de la mediana de la TN de los fetos euploides es de 1.8 mm
sensiblemente inferior a la mediana de los fetos que presentaban alguna anomalia

cromosomica (Trisomia 21, 18 y 13) que fue de 3.5 mm (Tabla 17).

Tabla 17. Valor de la mediana de la medida de la TN en embarazos euploides y
aneuploides.

Anom?hzfl Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 Euploides
cromosémica

Mediana TN

(mm)(rango) 2.7(1.4-6.5) 3.0(1.0-9.0) 3.6(1.9-58) 1.8(0.9-5.6)

Se establecieron los percentiles 50™ (TN=1.8 mm), 95" (TN=2.5 mm) y 99
(TN=3.5 mm) en nuestra poblacioén. En los fetos euploides la translucencia nucal estaba
por encima de los percentiles definidos en el 49.4%, 5.2% y 0.4% de los casos,
respectivamente. Los valores respectivos para fetos afectos de trisomia 21 fueron

43.24%, 53.7% y 37.8% (Figura 74).
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Figura 74. Distribucion de la TN en relacion a la longitud craneo-caudal en fetos

euploides y aneuploides.

En la poblacion estudiada, la medicion del grosor de la TN>3.5 mm (p99) como
marcador ecografico individual podria detectar 14 de 37 (37.8%) casos de trisomia 21, 2
de 5 (40%) casos de trisomia 18 y 3 de 6 (50%) casos de trisomia 13, presentando una

tasa de falsos positivos del 0.5% (Tabla 18).
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Tabla 18. Tasas de deteccion y tasas de falsos positivos de la TN en las distintas
anomalias cromosdmicas.

Tasas de Deteccion (n (%)) de:

Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 RFP (%)
TN23.5mm 14/37(37.8) 2/5 (40) 3/6(50) 0.5

TN22.5mm 21/37(56.7)  3/5 (60) 4/6 (66.6) 4.8

4.4. COMPORTAMIENTO DE LOS MARCADORES ECOGRAFICOS
SECUNDARIOS EN FETOS EUPLOIDES Y ANEUPLOIDES.

En la tabla 19 se muestra la tasa de deteccion de los marcadores ecograficos
secundarios individuales (hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y ductus venoso)
evaluados en fetos aneuploides, en el primer trimestre de gestacion. La ausencia o
hipoplasia del hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y ductus venoso se han
identificado en el 17.24%, 52.38% y 13.33% respectivamente en los casos con trisomia
21; 40%, 100% y 33.33% en la trisomia 18 y 40%, 50% y 40% en casos con trisomia
13. Cada marcador pudo obtenerse en mas del 95% de los casos y alguno de los tres

marcadores en el 100% de los casos.

Tabla 19. Tasas de deteccion de los marcadores ecograficos secundarios individuales

Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13
HN DV RT HN DV RT HN DV RT
Tasa de 5/29 11/21 4/30 2/5 2/2 1/3 2/5 1/2 2/5

deteccién (17.24) (52.38) (13.33)  (40) (100) (33.33)  (40) (50) (40)
(n,%)

En la tabla 20 se muestran los casos en los que ha sido posible la realizacion de
la valoracion del hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y ductus venoso en fetos con

trisomia 21.
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Tabla 20. Numero de casos en los que se ha realizado con éxito la exploracion
ecografica de los marcadores secundarios por parte del especialista.

Marcadores secundarios Trisomia 21

Hueso nasal anormal 4376/4629 (94.5%)
Regurgitacion tricuspidea 3713/4629 (80.21%)

Ductus venoso invertido 4525/4629 (97.8%)

4.5. COMPORTAMIENTO DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS
MATERNOS EN FETOS EUPLOIDES Y ANEUPLOIDES.

La mediana de los valores de los multiplos de la mediana (MoM) de la fB-hCG y
PAPP-A en la poblacién cribada fue de 1.08 MoM y 1.02 MoM respectivamente (Tabla
21). La distribucion de los valores de los MoM de la f3-hCG y PAPP-A de la poblacion
cribada se muestran en las Figuras 75 y 76. En el grupo de gestantes con fetos afectos
de Trisomia 21, la mediana de los valores de los MoM de la f3-hCG y la PAPP-A
expresado en multiplos de la mediana, fue de 1.46 MoM y 0.33 MoM respectivamente
(Tabla 21).

Tabla 21. Valor de la mediana de la medida de los marcadores bioquimicos en
embarazos normales y afectados.

Poblacion cribada

Marcadores Bioquimicos Trisomia 21 n=4629
f3-hCG (Mediana (rango)) (MoM) 1.46 (0.5200-4.1800)  1.08 (0.0240-12.90)
PAPP-A (Mediana (rango)) (MoM) 0.33 (0.0400-4.4800)  1.02 (0.0400-8.34)
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Figura 75. Distribucion de los valores de los MoM de la B-hCG en la poblacion
cribada.
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Figura 76. Distribucion de los valores de la PAPP-A en la poblacion cribada.
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En la tabla 22 se resumen la tasa de detecciéon de los marcadores bioquimicos
individuales en pacientes con fetos afectos de trisomia 21, 18 y 13.

Tabla 22. Tasas de deteccion y tasas de falsos positivos de los marcadores bioquimicos.

Tasas de Deteccion (n (%)) de:

M_arca,d ores Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 RFP (%)
Bioquimicos

B-hCG =2.5 MoM 11/36 (29.7) 0 2/5 (40) 4.8
PAPP-A<0.45 MoM  28/36 (77.8) 3/5 (60) 4/5 (80) 0.5

4.6. VALORACION DE LOS MARCADORES ECOGRAFICOS EN FETOS
ANEUPLOIDES.

En las siguientes tablas se resumen la amplia variedad de anomalias fetales
diagnosticadas entre las 11-1376 semanas de gestacion en fetos aneuploides, tales como
acrania/anencefalia, onfalocele, megavejiga, holoprosencefalia, labio leporino, hidrops,

defectos cardiacos.

Tabla 23. Resumen ecografico de la poblacion estudiada.

[Normal | 4440 95.7
111 2.4
88 19
4639

Tabla 24. Marcadores ecograficos en fetos con Trisomia 21 (n=37)

Indicaciones Normal Anormal | No examinado

3 (8.1%) 15 (40,5%) 19 (51.3%)
36 (97.3%) - 1(2.7%)
34 (91.9%) 15 (%) 3 (8.1%)
26 (70.3%) 6 (16.2%) 5 (13.5%)
35 (94.6%) - 2 (5.4%)
33 (89.2%) - 4 (10.8%)
31 (83.8%) - 6 (16.2%)
|Manos | 36 (97.3%) : 1(2.7%)
[Pies | 35 (94.6%) - 2 (5.4%)
32 (86.5%) - 5 (13.5%)
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Tabla 25. Marcadores ecograficos en fetos con Trisomia 18 (n=5)

- 1(20%) 4 (80%)
5 (100%) - -
5 (100%) - -
1(20%) 4 (80%) -
3 (60%) 2 (40%) -
4 (80%) - 1(20%)
4 (80%) - 1(20%)
[Manos | 2 (40%) 3 (60%) -
S 4 (80%) - 1(20%)
3 (60%) 1 (20%) 1(20%)

Tabla 26. Marcadores ecograficos en fetos con Trisomia 13 (n=6)

- 2 (33.4%) 4 (66.7%)
2 (33.3%) 2 (33.4%) 2 (33.3%)
5 (83.3%) - 1(16.7%)
4 (66.7%) - 2 (33.3%)
5 (83.3%) - 1(16.7%)
5 (83.3%) - 1(16.7%)
3 (50%) 1(16.7%) 2 (33.3%)
(Manos | 5 (83.3%) - 1(16.7%)
[Pies | 4 (66.7%) - 2 (33.3%)
4 (66.7%) 1(16.7%) 1(16.7%)
Tabla 27. Marcadores ecograficos en fetos con Sindrome de Turner (n=2)

- 1 (50%) 1 (50%)
1 (50%) - 1 (50%)
1 (50%) - 1 (50%)
- - 2 (100%)
1 (50%) - 1 (50%)
1 (50%) - 1 (50%)
: - 2 (100%)
|Manos | 1 (50%) - 1 (50%)
N 1 (50%) - 1 (50%)
2 (100%) - -
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4.7. ANALISIS DE LOS CROMOSOMAS DE LAS PACIENTES QUE SE
HAN REALIZADO UNA PRUEBA INVASIVA, DESPUES DE
HABERSE SOMETIDO A UN CRIBADO PARA LA DETECCION DE
RIESGO DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS (Periodo de Mayo de
2009 hasta diciembre de 2012).

Durante los cuatro primeros afios (2009-2012) en los que se ha llevado a cabo el
estudio se han analizado los cromosomas de un total de 928 muestras prenatales
mediante la técnica QF-PCR, para el diagnostico prenatal rapido de las aneuplodias de
los cromosomas 21, 13, 18, X e Y. También se han analizado mediante el cariotipo
convencional, lo que nos ha permitido evaluar las ventajas y limitaciones de la
aplicacion de la técnica molecular. Se han procesado un total de 349 (37.6%) liquidos

amnioticos y 579 (62.4%) vellosidades coriales (Figura 77).

® Liguido amnidtico = Vellosidad corial

Figura 77. Muestras procesadas en el laboratorio.

Durante el afio 2009, 2010, 2011 y 2012 se realizaron respectivamente 122, 168,

250 y 388 pruebas invasivas, cifras que han ido aumentando ligeramente (Grafico 78).
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Grafico 78. Evolucion en el ntmero de biopsias coriales y/o amniocentesis realizadas

prenatalmente durante los afios 2009-2012.

4.7.1. Deteccién de muestras euploides.

El analisis mediante la técnica QF-PCR se ha realizado con éxito en 916 (98.7%)
muestras dentro de las 24-48 horas desde su recogida, siendo no concluyentes un total
de 12 (1.3%) muestras, debido a la contaminacion con sangre materna. El andlisis
citogenético convencional se ha obtenido en 905 (97.5%) muestras, y no fue posible en
23 (2.5%) muestras debido al fracaso en el cultivo celular y/o al escaso crecimiento
celular, no pudiendo estudiar el minimo establecido de 6 metafases para dar un

resultado concluyente. En su lugar se realizo la técnica FISH.

El resultado de la QF-PCR fue normal en 821 (88.5%) muestras y el analisis del
cariotipo convencional fue normal en 797 (85.9%) muestras. En la tabla 28 se enumeran
las anomalias cromosomicas detectadas por QF-PCR y cariotipo convencional. El sexo
fetal se ha determinado mediante los marcadores 7X, DXS1187, DXS981, DXS6809,
AMEL, DXY267XY2 y SRY (Figura 79 y 80).
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Tabla 28. Resultados de las pruebas de 928 muestras prenatales por cariotipo y analisis

QF-PCR.

13 cas

Analisis Analisis

Cariotipo QF-PCR Citogenético

Aneuploidias autos6micas comunes

47,XX,+18; 47,XY,+18 15 15

Otras aneuploidias

47, XXY 1 1

Mosaico

Anomalias estructurales
equilibradas

Pruebas fallidas 12 23

os diagnosticados como trisomia 21 por QF-PCR fueron 2 mosaicos de trisomia 21 y 1

Translocacion robersoniana no balanceada.

*2 casos diagnosticados como trisomia 13 por QF-PCR fue un mosaico de trisomia 13 y 1

Translocacion robersoniana no balanceada.
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Figura 79. Nino normal detectado mediante QF-PCR. El sexo masculino se diagnostica
por la presencia del producto Y especifico del marcador AMEL y de la presencia del

marcador SRY.
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Figura 80. Nina normal detectada mediante QF-PCR. El sexo femenino se diagnostica

por la ausencia del producto Y especifico del marcador AMEL y de la secuencia SRY.
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4.7.2. Deteccién de aneuploidias.

Un total de 95 (10%) fetos con anomalias de los cromosomas 21, 18, 13, X e Y
se han diagnosticado facilmente por el ensayo QF-PCR, en relacion al cariotipo
convencional que ha detectado 108 (11.6%) fetos con anomalias cromosémicas (Tabla
28). Las aneuploidias cromosdmicas mas comunes (Trisomia 21, 18 y 13) representaron

en nuestro estudio el 74% de todas las anomalias detectadas por el andlisis citogenético.

En nuestra experiencia, la técnica QF-PCR tiene una tasa de deteccion del 88%
de todas las anomalias detectadas mediante un estudio citogenético convencional. La
tasa de deteccion de la QF-PCR fue del 100% para las aneuploidias de los cromosomas
21, 18, 13, X e Y. No se han detectado falsos positivos. La capacidad técnica de la QF-

PCR para la deteccion de anomalias cromosémicas se detalla en la Tabla 29.

Tabla 29. Eficiencia de la QF-PCR en las muestras analizadas.

Parametro Tasa de deteccion

Sensibilidad 88%
Deteccion de anomalias clinicamente significativas 95%
Especificidad (21, 18,13,XeY) 100%
Valor predictivo positivo 100%

Valor predictivo negativo 100%

De las 95 anomalias cromosoémicas identificadas por la técnica QF-PCR, 61
corresponden a fetos con trisomia 21 (Figura 81). El cariotipo ha confirmado estos
resultados, sin embargo, ha revelado que 3 casos de los 61 detectados por la QF-PCR
como trisomia 21, no corresponden a una trisomia 21 completa, sino que 2 casos son
trisomias 21 en mosaico y 1 es una translocacion robertsoniana no balanceada 14;21 que

ha dado lugar a una trisomia 21.
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Figura 81. Analisis de la QF-PCR que muestra la deteccion de un feto con
47,+XY,+21. De los 6 STRs analizados del cromosoma 21, se detectd un patron
trialélico en una proporcion 1:1:1 para los marcadores D21S1435, D21S1444. Los
marcadores D21S11, D21S1437, D21S1411, D21S1442 presentaron un patrén dialélico
en una proporcion 2:1 o 1:2. Los circulos en rojos identifican los marcadores

informativos.

La QF-PCR ha identificado 15 (1.6%) fetos con trisomia 18 (Figura 82) y 9 (1%)
fetos con trisomia 13 (Figura 83). En este ultimo caso, el cariotipo ha revelado que 2
casos no corresponden a una trisomia 13 completa, sino que un caso es un mosaico de
trisomia 13 y otro una trisomia 13 por Translocacion Robertsoniana 13;14 no

balanceada.
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Figura 82. Analisis de la QF-PCR que muestra la deteccion de un feto con

47,+XY,+18. De los 5 STRs analizados del cromosoma 18, se detectd un patron

trialélico en una proporcion 1:1:1 para los marcadores D18S386, GATA178F11 y

D18S976, los marcadores D18S535 y D18S978 presentaron un patron dialélico en una

proporcion 2:1 o 1:2. Los circulos en rojos identifican los marcadores informativos.
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Figura 83. Analisis de la QF-PCR que muestra la deteccion de un feto con
47,+XY,+13. De los 4 STRs analizados del cromosoma 13, se detect6 un patron
dialélico en una proporcion 2:1 o 1:2 en los marcadores D13S742, D13S634, D13S628

y D13S305. Los circulos en rojos identifican los marcadores informativos.

El diagnéstico del sindrome de Turner se basa en la deteccion mediante QF-PCR
de un solo pico en los marcadores polimérficos DXYS267, DXS1187, DXS981,
DXS6809 y en la ausencia de Y del producto de amelogenina y SRY. El marcador 7X
permite hacer una cuantificacion relativa de los cromosomas 7 y X. En una hembra
normal el ratio esperado 7X es 1:1 y en varones normales y hembras con monosomia X
se muestra un ratio 2:1 (Figura 84). La deteccion del sindrome de Turner mediante QF-

PCR tuvo éxito en 6 de los 6 casos identificados mediante cariotipo (Tabla 28).
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Figura 84. Analisis de la QF-PCR que muestra la deteccion de un feto con 45,X0.
Todos los marcadores X y XY muestran un perfil homocigoto. El marcador 7X muestra

un ratio 2:1. Los circulos en rojos identifican los marcadores informativos.

Como se muestra en la Tabla 30, el cariotipo convencional ha identificado un

feto con sindrome de Klinelfelter (47,XXY) identificado correctamente por QF-PCR, y
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3 fetos con triploidia (69,XXX), también facilmente identificados por la QF-PCR
(Figura 85).
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Figura 85. Analisis de la QF-PCR que muestra la deteccion de una triploidia. Los

marcadores analizados en los cromosomas presentan un patron trialélico o dialélico.

4.7.3. Deteccidén de otras anomalias cromosémicas.

Como se muestra en la Tabla 28 el cariotipo convencional detect6 2 casos de
aneuploidias que no fueron detectadas por la QF-PCR debido a las limitaciones propias
de esta técnica: trisomia 2 (47,XX,+2) y trisomia 9 (47,XY,+9). Ambas, presentaron un
mal prondstico para el feto. Ecograficamente la trisomia 9 presentd el hueso nasal
ausente/hipoplasico y los dedos de las manos superpuestos. La trisomia 2 presentd
onfalocele con contenido intestinal y hepéatico, y el corazon desplazado caudalmente. El

resultado fue muerte fetal para ambos casos.

El cariotipo identifico 12 casos de anomalias cromosdmicas estructurales: 9
corresponden a translocaciones aparentemente equilibradas y 3 a translocaciones no

equilibradas. La QF-PCR diagnostic6 dos de los tres casos con anomalias
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cromosomicas desequilibradas como anormales. Las Tablas 30 y 31 describen los casos
de anomalias cromosOmicas estructurales equilibradas y no equilibradas diagnosticadas

mediante cariotipo.

Tabla 30. Cariotipos anormales con translocaciones equilibradas en muestras

prenatales.

Cariotipo anormal Comentarios

Cariotipo que presenta una poblaciéon celular
uniforme de 46 cromosomas, de sexo masculino,
observandose una translocacién reciproca entre los
brazos largos de un cromosoma 4, con un punto de

46,XY,t(4;22)(q33;q13.1) rotura q33, y los brazos largos de un cromosoma 22,
con un punto de rotura q13.1. Confirmado mediante
técnica de FISH especifica para el cromosoma 22q13.
(Figura 86)

Cariotipo que presenta una poblacién celular
uniforme de 46 cromosomas de sexo masculino,
observandose una translocacién reciproca entre los

46,XY,t(17;19)(q21.1;p13.3) brazos largos de un cromosoma 17, con un punto de
rotura q21.1 y los brazos cortos de un cromosoma 19,
con un punto de rotura p13.3. (Figura 87).

Cariotipo que presenta una poblaciéon celular
uniforme de 46 cromosomas de sexo masculino,
observandose una translocaciéon reciproca entre los
brazos largos de un cromosoma 17, con un punto de
rotura q21.1 y los brazos cortos de un cromosoma 19,
con un punto de rotura p13.3. (Figura 88).

46,XY,t(17;19)(q21.1;p13.3)

Cariotipo que presenta una poblacién celular
uniforme de 46 cromosomas, de sexo masculino,
observandose una inversion pericéntrica en un

46,XY,inv(9)(phqh) cromosoma 9. Sin repercusion fenotipica conocida
(Figura 89).
Cariotipo que presenta una poblacién celular
uniforme de 46 cromosomas, de sexo femenino,
46,XX,inv(9)(phqh) observandose una inversién pericéntrica en un
cromosoma 9. Sin repercusion fenotipica conocida
(Figura 90).
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45,XY,der(13;14)(q10;q10)

Cariotipo que presenta una poblaciéon celular
uniforme de 45 cromosomas, de sexo masculino,
observandose una translocacion Robertsoniana entre
un cromosoma 13 y un cromosoma 14 (Figura 92).

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

celular
uniforme de 45 cromosomas de sexo masculino,
observandose una translocacion Robertsoniana entre
un cromosoma 14 y un cromosoma 21 (Figura 94).

Cariotipo que presenta una poblaciéon
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Figura 86. Cariotipo que presenta una Translocacion aparentemente equilibrada 4;22.
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Figura 87 y Figura 88. Cariotipo que presenta una Translocacion aparentemente
equilibrada 17;19.
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Figura 89 y Figura 90. Cariotipo que presenta una inversion del cromosoma 9.
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91. Cariotipo que presenta una Translocacion robertsoniana 13;14.
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92. Cariotipo que presenta una Translocacion robertsoniana 13;14.
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Figura 93. Cariotipo que presenta un Cromosoma y satelitar.
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Figura 94. Cariotipo que presenta una Translocacion robertsoniana, 14;21.
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Tabla 31. Cariotipos anormales con translocaciones no equilibradas en muestras

prenatales.

Cariotipo que presenta una poblacién celular
uniforme de 46 cromosomas, de sexo masculino,
observandose una translocaciéon robertsoniana,
entre un cromosoma 14 y un cromosoma 21,
observandose tres cromosomas 21 (Figura 95).

46,XY,der(14;21)(q10;q10),+21

Cariotipo que presenta una poblacién celular
uniforme de 46 cromosomas, de sexo femenino,
46,XX,+13,der(13;14)(q10;q10) observandose una translocacién robertsoniana,
entre un cromosoma 13 y un cromosoma 14,
observandose tres cromosomas 13 (Figura 96).

Cariotipo que presenta una poblacion celular
uniforme de 45 cromosomas de sexo femenino,
observandose una translocacion entre un
cromosoma 13 y un cromosoma 18, formando un
cromosoma derivativo. Se ha efectuado técnica de
FISH especifica para el centrémero y telomero de
brazos cortos del cromosoma 18, observandose
dos centrémeros y solo un telémero. Por la que
existiria una delecibn de brazos cortos del
cromosoma 18, sin poder confirmar el punto de
rotura (Figura 97).

45,XX,der(13;18)(?;?),-18

T T

19 20 21 22 X

Figura 95. Cariotipo que presenta una translocacion robertsoniana 14;21 no equilibrada
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Figura 96. Cariotipo que presenta una translocacion robertsoniana 13;14 no equilibrada
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Figura 97. Cariotipo que presenta una translocacion entre un cromosoma 13 y un

cromosoma 18, formando un cromosoma derivativo.
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4.7.4. Deteccién de mosaicos.

La presencia de dos lineas celulares diferentes se diagnostica normalmente
mediante cariotipo. Los mosaicos encontrados en nuestras muestras prenatales se
describen en la Tabla 32. Se detectaron mediante cariotipo convencional cuatro casos de
mosaico de los cromosomas 21, 13, y 12 con porcentajes mayores al 30% (Tabla 33).
La QF-PCR fue capaz de identificar como anormal tres de los cuatro casos de
mosaicismo, no detectdé un mosaico de trisomia 12 en liquido amniodtico, que no
presentd anomalias detectadas en ecografia. El mosaico de trisomia 12 es una
aneuploidia clinicamente significativa muy estudiada en la literatura actual, con un
fenotipo muy variable: retraso del desarrollo, displasia pigmentaria, defectos congénitos

del corazon, microcefalia, hipotonia y retinopatia entre otras (Chen et al., 2013).

Los 4 (0,4%) casos de mosaicos cromosdmico, comportaban un riesgo elevado

de defectos congénitos, por tanto, finalizaron el embarazo mediante aborto espontaneo.

Tabla 32. Cariotipos anormales con mosaicismo cromosomico en muestras prenatales.

Cariotipo anormal Comentario

Cariotipo que presenta dos poblaciones
celulares de sexo femenino, una de 47
cromosomas, observandose tres
cromosomas 13, 21 metafases, la otra linea
celular de 48 cromosomas, observandose
tres cromosomas 10 y tres cromosomas 13,
6 metafases. (Figura 98).

47,XX,+13[21]/48,XX,+10,+13[6]

Cariotipo que presenta dos poblaciones
celulares de sexo femenino, una de 46
cromosomas, sin observarse alteraciones
cromosOmicas valorables, 7 metafases, la
otra linea celular de 47 cromosomas,
observandose tres cromosomas 21, 16
metafases. (Figura 99).

47 XX,+21[16]/46,XX[7]

Cariotipo que presenta dos poblaciones
celulares, de sexo femenino, una de 46
cromosomas sin observarse alteraciones
cromosomicas valorables, 6 metafases, la
otra linea celular de 47 cromosomas,
observandose un cromosoma extra
posiblemente en anillo, 12 metafases.

47,XX,+r(21)(q22p11.2)[12]/46,XX[6]
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Efectuada técnica de FISH especifica para el
cromosoma 21, se observan tres copias de
hibridacién en mosaico. (Figura 100).

Cariotipo que presenta dos poblaciones
celulares de sexo masculino, una de 46
cromosomas, sin observarse alteraciones

47,XY,+12[7]/46,XY[20] cromosémicas valorables, 20 metafases, la
otra linea celular de 47 cromosomas,
observandose tres cromosomas 12, en 7
metafases.

Tabla 33. Casos de mosaicismo cromosémico identificados mediante cariotipo

Porcentaje de células
Cariotipo fetal identificadas
Anormal Normal
47,XX,+13[21]/48,XX,+10,+13[6] 78% 22%
47,XX,+21[16]/46,XX[7] 69.6% 30.4%
47,XX,+r(21)(q22p11.2)[12]/46,XX[6] 66.7% 33.3%
47 ,XY,+12[7]/46,XY[20] 26% 74%

convencional.

Af 81 #x  xy  wk
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Figura

Figura 100. Cariotipo que presenta dos poblaciones de células diferentes.

QF-PCR como normal y anormal por cariotipo. El cariotipo identificé una muestra de
vellosidad corial como mosaico de trisomia 2 (47,XY,+2[34]/46,XY[34]). Se sospecho
de una posible contaminacion materna de la muestra y para confirmar el diagnostico se

realizd de nuevo el cariotipo a una muestra de liquido amniotico, finalmente el resultado
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99. Cariotipo que presenta dos poblaciones de células diferentes.
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Se observo una discordancia entre ambas técnicas, en un caso diagnosticado por
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obtenido en esta muestra fue normal en las 20 metafases estudiadas. El embarazo curso

con normalidad y el bebé nacid sin ninguna consecuencia fenotipica.

La Tabla 34 resume los casos de anomalias cromosdmicas detectadas mediante
cariotipo y QF-PCR. Se han clasificado segun su relevancia clinica en dos grupos:
anomalias que presentan un riesgo bajo y anomalias que presentan un riesgo elevado o

incierto. Se especifica el resultado postnatal de cada una de ellas.
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Tabla 34: Clasificacion de las anomalias cromosomicas detectadas por cariotipo convencional segun su relevancia clinica y deteccion por la QF-PCR.

Cariotipo fetal

Comentario

Anomalias
detectadas

por QF-PCR

Resultado

46,XY,t(4;22)(q33;q13.1)

46,XY,t(17;19) (q21.1;p13.3)

46,XY,t(17;19)(q21.1;p13.3)

46,XY,inv(9) (phqh)

46,XX,inv(9)(phgh)

SIN RELEVANCIA/BAJO RIESGO

Translocacion aparentemente equilibrada 4;22

Translocacion aparentemente equilibrada 17;19

Translocacion aparentemente equilibrada 17;19

Inversién pericéntrica en un cromosoma 9

Inversion pericéntrica en un cromosoma 9

177

NO

NO

NO

NO

NO

Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa regurgitacion
tricuspidea. Nace por cesarea a la
39+6 semanas de gestacion. El peso es
3450gr. Su fenotipo es una nifia
normal

Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa una TN
elevada (3.3mm). Nace a las 40
semanas de gestacion. El peso es
3690gr. Su fenotipo es un nifio normal
Por ecografia en el primer trimestre
no presenta hallazgos de
cromosomopatia. Presenta la PAPP-A
baja (0.34 MoM). Nace a la 39+1
semanas de gestacion. El peso es
3410gr. Su fenotipo es un nifio normal
Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa una TN
elevada (4.5mm). Nace a las 40
semanas de gestacion. El peso es
3450gr. Su fenotipo es un nifio normal
Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa ligera
incurvacion con respecto a los huesos
largos. Nace a las 40 semanas de
gestacion. El peso es 3450gr. Su
fenotipo es una nifia normal
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Por ecografia en el primer trimestre
no presenta hallazgos de
45,XX,der(13;14)(q10;q10) Translocacion robertsoniana 13;14 NO cromosomopatia. Nace a las 38
semanas de gestacidn. El peso es 2800
gr. Su fenotipo es una nifia normal

Por ecografia en el primer trimestre
no presenta hallazgos de
45,XY,der(13;14)(q10;q10) Translocacion robertsoniana 13;14 NO cromosomopatia. Nace a las 38+4
semanas de gestacion. El peso es
3150gr. Su fenotipo es un nifio normal
Por ecografia en el primer trimestre
no presenta hallazgos de
46,X,Yqs Cromosoma satelitar NO cromosomopatia Nace a las 39
semanas de gestacion. El peso es
3500gr. Su fenotipo es un nifio normal
Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa una TN
45,XY,der(14;21)(q10;q10) Translocacion robertsoniana, 14;21 NO elevada (3.3). Nace a las 40 semanas
de gestacion. El peso es 3690gr. Su
fenotipo es un nifio normal

RIESGO ELEVADO O INCIERTO

Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa TN aumenta

46,XY,der(14;21)(q10;q10),+21 Trisomia 21 por translocacion robertsoniana 14;21 SI (4.1 mm). PAPP-A baja (0.17 MoM).
IVE
46,XX,+13,der(13;14)(q10;q10) Trisomia 13 por translocacién robertsoniana 13;14 SI IVE
45,XX,der(13;18)(7;7),-18 Translocacion 13;18 NO IVE

MOSAICOS
Por ecografia en el primer trimestre
47 XX,+13[21]/48,XX,+10,+13[6] Trisomia 13 en mosaico SI de gestacion se observa ductus venoso
anormal y quiste en fosa posterior.
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PAPP-A baja (0.26 MoM). IVE
Por ecografia en el primer trimestre

q ; ] de gestacion se observa TN aumenta
+
47,XX,+21[16]/46,XX[7] Trisomia 21 en mosaico SI (3.8 mm). PAPP-A baja (0.15 MoM).
IVE
Trisomia 21 en mosaico. Cromosoma extra posiblemente SI Por ecograffa en el primer trimestre
47,XX,+r(21)(q22p11.2)[12]/46,XX[6] il de gestacion se observa TN aumenta
20 Nl (3.5 mm). IVE

Por ecografia en el primer trimestre

47,XY,+12[7]/46,XY[20] Trisomia 12 en mosaico NO no presenta hallazgos de

cromosomopatia. IVE
OTRAS ANEUPLOIDIAS

Por ecografia en el primer trimestre
Trisomia 9 NO de gestacion se observa HN ausente.
Aborto espontaneo
Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa TN aumenta
47,XX,+2 Trisomia 2 NO (5.2 mm), exomphalos con contenido
intestinal y hepatico, y corazon
desplazado caudalmente. Muerte fetal.
Por ecografia en el primer trimestre
Klinefelter SI de gestacion se observa TN aumenta
(5 mm). IVE
Por ecografia en el primer trimestre
de gestacion se observa caracteristicas
propias de feto triploide. Aborto
espontaneo

Triploidia SI

179



RESULTADOS.

4.8. ESTUDIO DEL CARIOTIPO PATERNO Y MATERNO.

Cuando se encuentra alguna anomalia en el feto por translocacion heredada, la
pareja debe acudir tempranamente a la consulta de Asesoramiento Genético para
realizarse estudios cromosomicos con el objetivo de determinar si son portadores, y
poder tomar las decisiones que ellos crean necesarias. En el consejo genético se debe de
examinar a los padres, y hermanos del progenitor portador de la translocacion, que
aunque fenotipicamente son normales puede ser portadores de la translocacion

equilibrada y por tanto presentar un riesgo de engendrar hijos trisdbmicos.

En la tabla 35 se muestra el estudio de los cromosomas de los padres mediante la
técnica de cariotipo convencional, que se realizd a las parejas que presentaron un feto

afecto de una anomalia estructural equilibrada y/o no equilibrada.

Tabla 35. Estudio de los cromosomas de los padres mediante cariotipo.

46,XY,1(4;22)(933;q13.1)

46,XY ,t(17;19) (g21.1;p13.3)

46,XY,t(17;19)(q21.1;p13.3)

46,XY,inv(9) (phqh)

46,XX,inv(9)(phqh)

45,XX,der(13;14)(q10;q10)

45,XY der(13;14)(q10;q10)

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

Portador del
reordenamiento
equilibrado(@

Portador del
reordenamiento
equilibrado(@

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo
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No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo
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46,X,Yqs

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

46,XY,der(14;21)(q10;q10),+21

46,XX,+13,der(13;14)(q10;q10)

45,XX,der(13;18)(?;?),-18

47, XX,1(2;5)(p21;p13.3),+21

47, XX,+13[21]/48,XX,+10,+13[6]

47 XX, +21[16]/46,XX[7]

47, XX, +1(21)(q22p11.2)[12]/46,XX[6]

47 XY,+12[7]/46,XY[20]

Padre portador del
cromosoma Y satélite
(46 X, Ygs+)

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de

novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

Portadora de la
Translocacion
robertsoniana(b)

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

46,XX (38),48 XXX
(1),45,X(1) clinicamente
significativa(©)

No evidencia ninguna
anomalia estructural ni
numérica. Anomalia de
novo

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

No evidencian ninguna
anomalia estructural ni
numérica.

@Del estudio del cariotipo de la pareja se desprende que es el padre el portador
del reordenamiento equilibrado y el transmisor de esta caracteristica a su hijo. Se trata
de la inversidon que con mas frecuencia se observa en cromosomas humanos. Se estima
que esté presente en el 1% de todos los individuos a los que se les hace un cariotipo. No
se considera que produzca efectos deletéreos en portadores y no parece estar asociada

con un riesgo significativo de aborto espontaneo o descendencia desequilibrada. Por
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tanto, suele ser considerado como una variante normal. El riesgo de asociarse con una

anomalia congénita es asimilable al de la poblacion general estimado entre 1-3%.

®E] padre presenta un cariotipo normal. El feto ha heredado la translocacion que
porta la madre. En general los portadores de translocaciones robertsonianas equilibradas

suelen ser asintomaticos.

©De las 40 metafases analizadas 38 de ellas (95%) son 46,XX correspondientes
a una férmula de mujer cromosémicamente normal, una metafase (2.5%) ha dado

48,XXXX y en otra metafase (2.5%) se he encontrado una féormula 45,X.

Las células 45,X se corresponden con una monosomia X o Sindrome de Turner
en mosaico. Al tratarse de una forma en mosaico con una baja frecuencia <10% la
expresion es variable e impredecible. Con una alta probabilidad se trata de una variante
de la normalidad con escasa o nula significacion clinica. Se asume que de manifestarse
alguna alteracion debe ser menos extensa que en la forma completa en la que todas las

células tienen dotacion génica alterada (45,X).

La posibilidad de que su linea germinal se encuentre afectada hay que tenerla
presente. Seguramente sus gametos estén parcialmente alterados ocasionando ciclos
ovaricos improductivos en nimero indeterminado. La monosomia X hace practicamente
inviable el desarrollo del embrion en etapas muy tempranas de su desarrollo

ocasionando aborto precoz.

49. QF-PCR VERSUS CARIOTIPO CONVENCIONAL EN EL
DIAGNOSTICO PRENATAL DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS.

De las 905 muestras prenatales diagnosticas mediante el cariotipo convencional
un total de 108 muestras presentaron un resultado anormal. Atendiendo a la importancia
clinica de estas anomalias cromosomicas (Tabla 36), 99 de los 108 casos presentaron un
riesgo elevado o incierto de resultado clinicamente adverso y 9 casos presentaron un
riesgo bajo. De las 99 anomalias cromosdmicas clinicamente significativas detectadas
por cariotipo, 95 (96%) fueron detectadas como anormales por la QF-PCR, pero 4 (4%)
no fueron detectadas (Tabla 36).

Tabla 36. Defectos cromosomicos detectados por el analisis del cariotipo y QF-PCR

clasificado de acuerdo a su resultado adverso.
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Cariotipo QF-PCR
Analisis citogenético (n=108)

anormal anormal

Estructuras balanceadas 9 -
Total 9 0
Alto riesgo de resultado adverso 99

Cariotipos anormales detectados por QF-PCR 95 (96%)
Trisomia 21 58 58
Trisomia 18 15 15
Trisomia 13 7 7
Turner 6 6
Klinefelter 1 1
Triploidia 3 3
Mosaico trisomia 21 2 2
Mosaico trisomia 13 1 1
Estructuras no balanceadas (21,13) 2 2
Total 95 95
Cariotipos anormales no detectados por QF-PCR 4 (4%)
Trisomia 9 1 -
Trisomia 2 1 -
Estructuras no balanceadas 1 .
Mosaico trisomia 12 1 ,
Total 4 0

En la tabla 37 se muestran los resultados de un andlisis retrospectivo de
deteccion de anomalias cromosomicas combinando QF-PCR con o sin cariotipo en
distintos supuestos y el analisis de costes que cada una de estas politicas supondria se

muestran en la tabla 37.

Si se realizara QF-PCR a todas las muestras prenatales y se complementara el
estudio con cariotipo solo en los casos con una TN>4.5 mm, detectariamos 96 (97%) de
las 99 anomalias cromosOmicas clinicamente significativas. Con esta politica se
realizarian ambas técnicas en 47 (5%) de las 928 muestras prenatales, sin embargo, no

serian detectados 3 (3%) casos de anomalias clinicamente importantes (Tabla 37), dos
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de estas anomalias, estdn asociadas a anomalias ecograficas y/o anomalias

cromosdmicas incompatibles con la vida (Tabla 38).

Segun el analisis de nuestros resultados, si realizados el cariotipo a los casos que
presenten una TN>4.5 y ademas a los casos con alteraciones ecograficas, se detectarian
98 de las 99 anomalias cromosdmicas clinicamente significativas, que representan el
99% de las muestras analizadas con anomalias clinicamente significativas, aumentando
la sensibilidad en la deteccion. Con este enfoque se hubiesen realizado ambas técnicas
en 118 (12.7%) muestras prenatales y no se detectarian un 0.1% de las 928 muestras
analizadas. El resumen del coste estimado de cada politica de diagndstico para la
deteccion de las anomalias cromosomicas mediante la técnica QF-PCR y cariotipo
convencional se detallan en la tabla 37. Mediante esta politica restrictiva de realizar
cariotipo solo en los casos que presenten alteraciones anormales detectadas en ecografia
y/o una TN>4.5, se ahorraria en los costes de las pruebas diagndsticas QF-PCR y
cariotipo un 54%, sin repercutir en la pérdida de la productividad/efectividad de la

prueba.

Tabla 37. Politica de cariotipo completo versus QF-PCR como técnica tnica en casos

de alto riesgo de resultado adverso

Anomalias Anomalias de

Politica de cariotipo a Necesidad de de alto . Costes

. . . alto riesgo
todas las muestras cariotipo riesgo (€)
no detectadas

detectadas

QF-PCR mas Cariotipo

realizado en todos los 928 (100%) 99 (100%) 0 145.566

casos

QF-PCR técnica Gnica - 95 (96%) 4 (4%) 54.622

QF-PCR mas Cariotipo realizado solo en casos con aumento de la TN

22.5 mm 232 (25%) 97 (98%) 2(2%)

23 mm 160 (17.2%) 96 (97%) 3(3%)

=23.5 mm 116 (12.5%) 96 (97%) 3(3%)

24.0 mm 65 (7% 96 (97% 3(3%

5.5 mm 27 (3%) 95 (96%) 4 (4%)

26.5 mm 15 (1.6%) 95 (96%) 4 (4%)

QF-PCR mas Cariotipo realizado en casos con NT2=4.5mm y otros hallazgos
ecograficos anormales*
118 (12.7%) 98 (99%) 1 (1%) 66.546

* Hueso nasal, regurgitacion tricuspidea, ductus venoso, micrognatia, defecto cardiaco,
riflones displasicos, ventriculomegalia, hidronefrosis, foco ecogénico cardiaco,

intestino ecogénico, hidropesia fetal.
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Tabla 38. Informacion clinica detallada sobre aneuploidias cromosomicas significativas

no detectados por QFPCR con NT<4.5

Cariotipo Muestra Hallazgos ecograficos Resultado

Restriccion del crecimiento,

47,XY,+9 VC ventriculomegalia, defectos IVE
cardiacos, micrognatia
] ] Muerte
45,XX,der(13;18)(?;?),-18 VC Ventriculomegalia, hidronefrosis cotal
eta
47,XY,+12[7]/46,XY[20] LA Normal: sin defectos* IVE

Abreviaturas: IVE= Intervencion voluntaria del embarazo
* PAPP-A baja

4.10. RESULTADOS OBSTETRICOS DE LAS PACIENTES QUE SE HAN
SOMETIDO A UNA PRUEBA INVASIVA.

En cuanto a los resultados obstétricos, durante el periodo 2009-2012 se
realizaron 85 interrupciones voluntarias del embarazo debido a anomalias
cromosoOmicas o anormalidades anatomicas en el feto. Un total de 11 gestantes tuvieron
un aborto espontdneo, como consecuencia de anomalias cromosdmicas y/o causas
desconocidas, aunque la mayor tasa en productos de abortos espontaneos en nuestra
serie fueron fetos aneuploides. Existen 4 casos de nacidos vivos con Sindrome de
Down, un caso fue diagnosticado mediante la QF-PCR y confirmado por cariotipo, pero
los padres decidieron continuar con el embarazo, otro caso de nacido con Sindrome de
Down fue un falso negativo (cribado de primer trimestre de bajo riesgo), y como
consecuencia la gestante no se realizd una prueba invasiva, y finalmente dos casos de
nacidos con esta anomalia, fueron debidos a que las pacientes por decision propia no se

realizaron la técnica invasiva.

Teniendo en cuenta el nimero de anomalias cromosomicas detectadas por el

cariotipo convencional (108), la siguiente tabla muestra los resultados obstétricos:

Tabla 39. Resultados obstétricos de las anomalias cromosOmicas mas comunes.
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Otro
Anomalia Resultado Resultado

.. IVE Nacido vivo .
cromosomica (muerte, | Desconocido

Trisomia 21 52(89.6%) 4 2 (3.4%) - 58
Trisomia 18 12 (80%) = 3 (6.7%) = 15
Trisomia 13 5(71.4%) = 2(28.6%) - 7
Sindrome de
0, - 0, -

Turner 4 (66.7%) 2(33.4%) 6
Sindrome 0

Klinefelter 1(100%) : : : 1
Triploidia 2 (66.7%) - 1(33.3%) - 3
Total 76 4 10 - 90

Tabla 40. Resultados obstétricos otras anomalias cromosomicas.
Otro
Anomalia Nacido vivo | Resultado | Resultado
cromosomica sin anomalia | (muerte, | Desconocido
aborto)

Translocaciones )
s - ——
Translocaciones .

sdone) - - ——
Ottas anomalias  ENEIEH 1(50%) : 2
autosomicas

4 (100%) i - : .
9 ; 1 : P
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DISCUSION.

En la actualidad, en la mayoria de los hospitales se realiza el cribado combinado
del primer trimestre para la deteccién de anomalias cromosdmicas y de malformaciones
congénitas que se asocian en su mayoria a alteraciones cromosomicas fetales. Sin
embargo, en Espafa no existe una politica uniforme para este método de cribado de
anomalias cromosdmicas, ya que existe una gran diversidad de estrategias respecto a lo
que se aplica en los distintos centros. En nuestro centro, el cribado combinado del
primer trimestre consiste en utilizar la edad materna avanza, el espesor de la TN, los
marcadores ecograficos secundarios y los marcadores bioquimicos para la deteccion de
anomalias cromosdmicas. Este cribado es muy importante realizarlo precozmente para
detectar tempranamente los casos anormales y disminuir la morbimortalidad de dichas
patologias, asi como para poder identificar precozmente a aquellas madres que
presenten una probabilidad elevada de padecer alguna anomalia y poder realizar un
examen genético a través de un diagnostico invasivo. En el cribado del primer trimestre,
la deteccion del sindrome de Down ha sido uno de los objetivos prioritarios por ser la
aneuploidia mas frecuente en nacidos vivos y la causa mas comun de retraso mental

SEVCro.

La ecografia de primer trimestre tiene un papel de gran importancia, ya que la
translucencia nucal es el marcador ecografico mas sensible en la estimacion del riesgo
del sindrome de Down. Ademas de la TN la integracion de los marcadores ecograficos
secundarios (HN y RT y DV), mejora las tasas de deteccion, disminuyendo la tasa de

falsos positivos.

Los resultados de nuestro estudio retrospectivo para el screening combinado del
primer trimestre para la deteccion de anomalias cromosdmicas presenta una tasa de
deteccion del 95.75% con una tasa de falsos positivos del 3.7%, estableciendo como
punto de corte 1/270, datos que concuerdan con los resultados publicados en la
literatura (Malone et al., 2005; Nicolaides et al., 2005; Kagan et al., 2010; Wright et al.,
2010; Stressing et al., 2011; Ghaffari et al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012; Torella et
al., 2013). La incorporacion de los nuevos marcadores ecograficos secundarios en la
practica clinica, ha aumentado la deteccion de casos con anomalias evitando asi la
realizacion de procedimientos invasivos innecesarios (biopsia corial y/o amniocentesis)
en un 30%, sin comprometer la capacidad de deteccion (Molina Garcia et al., 2010).

Estos procedimientos invasivos, conllevan también ciertos riesgos, entre ellos el riesgo
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de pérdida fetal (con cariotipo normal). Esto justifica la necesidad de ajustar al maximo
las indicaciones para la realizacion de pruebas invasivas, evitando la realizacion de un

numero importante de estas.

En un estudio de gestantes con un riesgo intermedio (1/101-1/1.000), Nicolaides
y colaboradores (2005), estimaron la tasa de deteccion de los marcadores ecograficos
secundarios (hueso nasal, flujo en el ductus venoso y regurgitacion tricuspidea) en el
primer trimestre, concluyendo que estos marcadores, podrian mejorar las tasas de

deteccion en mas del 90% de los fetos con trisomia 21, con una tasa de falsos positivos

del 2-3%.

Nuestro trabajo se ha llevado a cabo realizando el cribado combinado en el
primer trimestre de gestacion segun las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia (SEGO). La edad gestacional media en la que hemos
realizado el cribado combinado ha sido de 12 semanas, ya que distintos autores
argumentan que los marcadores ecograficos tienen mejor capacidad predictiva para la
trisomia 21 cuando la deteccion se lleva a cabo durante este periodo (Kagan et al., 2008;
Maiz et al., 2009; Nicolaides, 2011; Karadzov-Orlic et al., 2012). Una ventaja del
cribado del primer trimestre es la determinacion precoz del riesgo ya que nos permite
anticipar la realizacion de técnicas invasivas como la biopsia de vellosidad corial,
acelerando la obtencion de informacion diagndstica, con lo que, el tiempo de ansiedad
de la madre se reduce y en caso que fuera necesario se adelanta el proceso de

interrupcion voluntaria del embarazo.

En la evaluacion del riesgo de anomalias cromosomicas llevado a cabo en el
primer trimestre, en nuestra muestra de estudio no solo se han detectado los casos con
trisomia 21, sino también otras anomalias, tales como la trisomia 18, la trisomia 13, y
las anomalias de los cromosomas sexuales. La deteccion de estas aneuploidias,
frecuentemente se asocian a hallazgos ecograficos anormales que permiten establecer la
sospecha diagnostica con facilidad, lo que sugiere que nuestro método de cribado
también es aplicable para la deteccion de estas anomalias, tal y como lo argumentan

otros autores (Karadzov-Orlic et al., 2012).
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Referente a las caracteristicas demograficas de nuestra poblaciéon de estudio la
edad media es de 35 afos de edad, el aumento progresivo en la edad de la poblacion
gestante genera un incremento notable en el nimero de procedimientos invasivos,
aunque ciertamente se sabe que el riesgo de anomalias cromosdmicas aumenta con la
edad materna, también se sabe que se modifica sustancialmente con los marcadores
bioquimicos y los hallazgos ecograficos, por ello es importante que el especialista
explique detalladamente la importancia de considerar la asociacion de los distintos
marcadores y no tener solo en cuenta la edad a la hora de decidir la indicacién de una
prueba invasiva, gracias a esto se ha conseguido reducir el nimero de madres que
solicitan la prueba, aun asi, existe un porcentaje de madres que exigen la prueba por
miedo a su edad asumiendo los riesgos que conllevan estas técnicas. Debido a ello en
nuestro estudio existe un porcentaje de madres que aun explicandoles que presentan un
riesgo bajo de padecer alguna anomalia cromosdmica deciden realizarse la prueba
comprometiendo la capacidad de deteccion de aneuploidias en nuestro estudio. La
tendencia en nuestro hospital ha sido la de abandonar el criterio de la edad materna
avanzada y la de priorizar la evaluacién rigurosa de la ecografia para decidir si se
realiza una prueba invasiva. Nuestra poblacidon tiene un porcentaje significativo de
pacientes de raza blanca y en general, las gestantes tienen un peso dentro de la

normalidad.

Se ha obtenido un porcentaje aceptable de pruebas invasivas (5.7%), este
porcentaje es mas elevado de lo esperado, debido a que parte de las pacientes han
decido practicarse la prueba por iniciativa propia, aun no existiendo un riesgo elevado
en el cribado combinado de anomalias cromosomicas. En nuestra muestra de estudio
también tenemos el caso de pacientes que presentaron un cribado de alto riesgo y
decidieron no realizarse la prueba invasiva, por distintas razones: motivos religiosos,
miedo a pérdida fetal por el riesgo que conlleva la prueba y por no importarles el

resultado pese a poder presentar alguna anomalia cromosomica.
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5.1. COMPORTAMIENTO DE LA MEDIDA DE LA TRANSLUCENCIA
NUCAL

La evaluacion de la TN es el marcador ecografico mas sensible y efectivo en el
cribado de las principales anomalias cromosomicas (trisomia 21, 18, 13 y monosomia
del cromosoma X), por ello se debe realizar a todas las pacientes siempre que sea
posible. El aumento de la TN fetal se asocia con la trisomia 21 y otras anomalias
cromosdmicas, asi como de muchas malformaciones fetales y de sindromes genéticos
(Salman Guraya, 2013; Goldstein et al., 2014). En fetos sanos, el grosor de la TN
aumenta a medida que se incrementa la LCC fetal. El aumento de la TN se define como
un valor superior al percentil 95 (2.5 mm) de la normalidad (Nicolaides, 2004; Wright
et al., 2009; Tahmasebpour et al., 2012).

Segun nuestros resultados hay una clara diferencia entre la mediana de la TN de
fetos euploides y fetos aneuploides, estando aumentada en estos ultimos (3.5 mm).
Algunos estudios argumentan que el espesor de la TN (>2.5 mm) es el marcador mas
eficaz para la deteccion no solo de la trisomia 21 sino también de todos los principales
defectos cromosomicos (Ghaffari et al., 2012; Karadzov-Orlic et al., 2012). En nuestro
estudio con un valor de TN>2.5, se obtuvo una tasa de deteccion de aproximadamente el
60% para la trisomia 21, 18 y 13, con una tasa de falsos positivos del 4.8%, nuestros
datos concuerdan con lo publicado por otros estudios que argumentan que la TN es
capaz de identificar entre el 65-75% de los fetos con trisomia 21 y otras anomalias
cromosdmicas con una tasa de falsos positivos del 4-5% (Nicolaides, 2004; Kagan et

al.,210; Berktold et al., 2012).

5.2. COMPORTAMIENTO DE LA MEDIDA DE LOS MARCADORES
ECOGRAFICOS SECUNDARIOS.

La evaluacion de los marcadores ecograficos secundarios durante el primer
trimestre puede mejorar los resultados del cribado, fundamentalmente con disminucion

de la tasa de falsos positivos, aunque precisan de un entrenamiento adecuado.

En el presente estudio, la hipoplasia del hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y

flujo reverso del ductus se observo respectivamente en el 17.24%, 13.33% y 52.38% de
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los casos con sindrome de Down. En los embarazos no afectados con alguna anomalia
la ausencia o hipoplasia del hueso nasal, regurgitacion tricuspidea y flujo reverso del
ductus se observo respectivamente en el 0.30%, 0.75% y 0.54% de los casos. La
prevalencia encontrada en nuestro estudio es mucho menor en comparacién con los
resultados publicados en otros estudios (Cicero et al., 2004; falcon et al., 2006; Maiz et
al., 2009; Kagan et al., 2009; Kagan et al., 2010; Stressig et al., 2011; Ghaffari et al.,
2012; Karadzov-Orlic et al., 2012).

Karadzov-Orlic y colaboradores (2012), en un estudio retrospectivo de 4172
mujeres embarazadas, evaluaron los marcadores ecograficos secundarios en el primer
trimestre de gestacion. En fetos afectos de trisomia 21, el hueso nasal present6 una tasa
de deteccion del 65% con una tasa de falsos positivos del 3.4%, el ductus venoso del
66% para una tasa de falsos positivos del 3.1% y la regurgitacion tricuspidea del 57.7%

con una tasa de falsos positivos del 2.1% (Karadzov-Orlic et al., 2012).

En nuestro estudio, los resultados de los marcadores ecograficos secundarios en
fetos con anomalias cromosdmicas (trisomia 21, 18 y 13) indican una tendencia a la
infraestimacion segin los datos publicados en la literatura, esto conlleva a cribados
negativos. Una de las casusas de estos resultados puede ser como consecuencia del poco
tiempo que disponen los ecografistas en la visita con el paciente para poder examinar
con detalle cada marcador. Esta tendencia a la infraestimacion ha ocurrido en otros
centros segun estudios publicados por Evans y colaboradores (2010), que analizaron
327 centros observando una tendencia a la infraestimacion en sus valores de la TN
(Evans et al., 2010). Esta infraestimacion de las medidas de los marcadores puede tener
un efecto negativo en la efectividad del cribado debido a que puede producir una

disminucién en las tasas de deteccion y aumentar las tasas de falsos positivos.

Hay que adoptar medidas para solucionar este problema, en este sentido se ha
propuesto realizar controles de calidad del cribado prenatal de primer trimestre
centrdndose en el control de los marcadores bioquimicos y ecograficos. Es
imprescindible optimizar la medicion de la translucencia nucal. Para ello se debe
proporcionar un entrenamiento adecuado a los ecografistas y adoptar una técnica
estindar de medida ademas de auditar los resultados que permitan un control de la

calidad (Snijders et al., 2002).
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5.3. COMPORTAMIENTO DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS.

En los fetos con determinadas anomalias cromosomicas (trisomia 21, 18 y 13) la
concentracion en suero materno de la B-hCG libre se encuentra mas elevada (>2.5
MoM), al contrario ocurre con la PAPP-A la cual se encuentra aproximadamente a la
mitad (<0.45 MoM) en comparacion con los valores que presentan los embarazos
cromosdmicamente normales (IMoM) (Ghaffari et al., 2012; Patil et al., 2014). Los
marcadores bioquimicos determinan en qué medida se modifica el riesgo individual de
cada paciente de presentar alguna anomalia cromosomica. Los datos de las pacientes se
expresan en MoM, debido a que las concentraciones séricas varian a lo largo de la
gestacion (Wright et al., 2010). Una gran cantidad de factores pueden afectar a las
concentraciones de dichos marcadores bioquimicos (gestacion tUnica o multiple,
diabetes, peso materno, etnia, tabaquismo y el método de concepcion), por lo que en el

calculo de los MoM, estos factores se deben de tener en cuenta.

En nuestro estudio, la mediana de los MoM de los marcadores bioquimicos de
las pacientes estd muy proxima a 1MoM, situdndose en valores aceptables que indican

que las medianas utilizadas son las adecuadas para nuestra poblacion.

Segun nuestros resultados, los marcadores bioquimicos individualmente tienen
una baja tasa de deteccion de anomalias cromosomicas, la PAPP-A presentd una tasa de
deteccion del 77.8% y la B-hCG libre del 29.7% para el diagnostico de la trisomia 21,
por lo que no es realmente util para el cribado individual, sino que se necesita la
combinacion con los marcadores ecograficos para aumentar las tasas de deteccion, estas

conclusiones coinciden con lo publicado por otros autores (Ghaffari et al., 2012).
En conclusion, la deteccion precoz de anomalias cromosémicas es mas eficaz

cuando se lleva a cabo por una combinacién de la edad materna, la TN, marcadores

ecograficos secundarios y marcadores bioquimicos.
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5.4. LA QF-PCR COMO TECNICA INDEPENDIENTE.

La QF-PCR analiza los STRs de los fragmentos de DNA obtenidos por PCR,
correspondientes a los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, los cuales son de interés de
estudio en muestras de vellosidades coridnicas y liquido amniotico. En nuestro estudio
la QF-PCR presentd6 un alto grado de concordancia con el cariotipo para esos
cromosomas, detectando la mayoria de anomalias cromosomicas en muestras
prenatales, nuestros resultados coinciden con otros estudios (Ogilvie et al., 2005; Chitty
et al., 2006; Kagan et al, 2007; Cirigliano et al., 2009; Badenas et al., 2010; Hills et al.,
2010; Mann et al., 2012), sin embargo, algunos estudios argumentan que entre el 15-
30% de anomalias cromosomicas detectadas por cariotipo convencional podrian no ser

detectada por la QF-PCR (Caine et al., 2005).

Por supuesto, la técnica QF-PCR no se ha creado para el diagndstico de todos los
trastornos cromosdmicos tales como las anomalias cromosdmicas estructurales
(balanceadas o no balanceadas) y los casos de mosaicismo que no serian detectados por
esta técnica. Como era de esperar, las translocaciones Robertsonianas no balanceadas
que dan lugar a trisomias 21, 18 o 13, no podian distinguirse de las trisomias completas.
En nuestro estudio las trisomias 21 de novo por traslocacion robertsoniana fueron
identificada por la QF-PCR como una trisomia 21 completa. Los casos de mosaico
fueron identificados como trisomias completas, solo un caso no fue detectado porque la

proporcion de células anormales fue menor del 30%.

En nuestro estudio un 12% de anomalias diagnosticadas por cariotipo no fueron
detectadas por la QF-PCR y de estas, aproximadamente un 8% fueron anomalias
cromosOmicas estructurales que carecieron de significacion patologica y en todos los
casos presentaron hallazgos ecograficos anormales. En estas anomalias no
diagnosticadas mediante QF-PCR posteriormente se comprobd la alteracion equilibrada
en los progenitores, es por eso que deben acudir tempranamente a la consulta de
Asesoramiento Genético para realizarse estudios cromosémicos y asi poder conocer
cual o cuales fueron las causas o los factores responsables de la aparicion de la anomalia
en el feto, que aunque fenotipicamente pueden ser normales al ser portadores de una

translocacion equilibrada tienen un riesgo de engendrar hijos trisdbmicos. Conocer los
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alelos de los progenitores y su comparacion con los de la gestante permite conocer el

tipo de error gametogénico o post cigotico que dio lugar a la aneuploidia.

Las translocaciones pueden ocurrir por primera vez en una familia como
consecuencia de un accidente biologico en la formacién de los gametos (6vulos o
espermatozoides) en este caso, el riesgo de fenotipo anormal es del 5-6% (Gardner y
Sutherland, 2004). En ocasiones los portadores de translocaciones balanceadas tienen
antecedentes familiares de este trastorno, quizas trasmitidas de una generacion a otra sin

ocasionar problemas aparentes.

Cuando en una pareja, con cariotipo normal se produce el nacimiento de un hijo
con trisomia 21 regular, el riesgo de recurrencia es bajo del 1-2%, pero sin duda mas
elevado que para otra pareja de la misma edad. En los casos de translocacién de novo,
con cariotipo normal de los padres obviamente, el riesgo de recurrencia de tener otro
hijo con sindrome de Down por translocacion de novo es muy bajo, inferior al 1%. En
los casos de translocacion heredada, el riesgo de recurrencia dependera de dos factores:

Tipo de translocacion y quién es el portador de la translocacion equilibrada.

Estudios poblacionales han demostrado que el riesgo de los portadores de una
translocacion robertsoniana 14;21 de presentar descendencia desequilibrada es del 10-
15% si las madres son portadoras y es mas reducido si el portador es el padre (inferior al

2%).

Cuando la translocacion balanceada se da entre los cromosomas 21;22 y el
portador es el padre, el riesgo de hijos con sindrome de Down es inferior al 2%,
mientras que si esta translocacion balanceada la presenta la madre el riesgo es del 33%

(Romero Casanova, 2011).

En nuestro estudio no se ha podido establecer la correlacion genotipo-fenotipo
en las muestras que presentaron anomalias cromosdmicas numéricas o estructurales no
balanceadas, debido a que en la mayoria de casos la paciente abortd, bien

espontaneamente o por intervencion.
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En nuestra experiencia, la trisomia 21 fue la alteracion cromosdémica mads
frecuente. Este dato es concordante con los disponibles en la bibliografia demostrando
tanto la QF-PCR como el cariotipo ser técnicas con una alta sensibilidad y especificidad
para el diagnostico de fetos con trisomia 21, 18, 13 y aneuploidias de los cromosomas

sexuales.

Hay que tener presente que la QF-PCR como técnica Gnica presenta una serie de
limitaciones, la primera es que so6lo puede detectar las aneuploidias comunes
(alteraciones en numero de copias de los cromosomas 21, 18, 13, X, e Y), mientras que
las anomalias estructurales en los cromosomas, tales como translocaciones, inversiones,
cromosomas marcadores, y otros, no serian detectadas. La segunda es que algunos
padres que son portadores de un reordenamiento equilibrado, pueden transmitir a su
descendencia una anomalia cromosémica desequilibrada que no seria detectada por la
QF-PCR (Chitty et al., 2006). Segiin nuestros datos la QF-PCR puede identificar un
gran porcentaje de los reordenamientos desequilibradas en el curso del embarazo. Y la
tercera es que la sensibilidad en la deteccion de la presencia de dos o mas lineas
celulares en casos de mosaico, depende en gran medida de las proporciones de células y
del cromosoma involucrado. Los bajos niveles de mosaicismo cuando la aneuplodia esta
presente en menos del 15% al 20% de las células no pueden ser detectados por la QF-

PCR (Donaghue et al., 2005; Cirigliano et al., 2009).

5.5. QF-PCR VERSUS CARIOTIPO CONVENCIONAL.

La técnica QF-PCR (Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction) ha
demostrado ser una técnica de genética molecular répida, eficiente y fiable para el
diagnodstico de las anomalias cromosdmicas mas comunes en muestras prenatales en
comparacion con el andlisis del cariotipo convencional que es una técnica compleja, con
un coste elevado y el tiempo para obtener un resultado es mucho mayor, coincidiendo
con lo publicado por otros autores (Badenas et al., 2010; Xu et al., 2010; Atef et al.,
2011; Allingham-Hawkins et al., 2011; Mann et al., 2012; Grati et al., 2013). Desde su
implantacion en nuestro centro se ha planteado un cambio en la politica de deteccion de
anomalias cromosomicas donde el —gold estandar” para el diagnostico prenatal era el

cariotipo convencional.
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Los resultados de nuestro estudio muestran que en nuestro hospital un cambio en
la politica de diagndstico de anomalias cromosdmicas, realizando la QF-PCR como
técnica exclusiva en las muestras prenatales podria detectar el 88% de todas las
anomalias cromosomicas (incluyendo las anomalias clinicamente no significativas, tales
como: translocaciones equilibradas y reordenamientos de novo sin pérdida de material
genético), aumentando su sensibilidad en un 96% si solo consideramos las anomalias
clinicamente significativas (trisomias 21, 18, 13, monosomias X, otras aneuploidias
cromosOmicas sexuales y autosomicas, triploidias, tetraploidias, deleciones o
duplicaciones de novo, reordenamientos equilibrados de novo, translocaciones no
balancedas y mosaicos) detectadas por cariotipo. Nuestros resultados concuerdan con
los publicados en la literatura (Chitty et al., 2006; Cirigliano et al., 2006; Cirigliano et
al., 2009; Badenas et al., 2010; Comas et al., 2010; Papoulidis et al., 2012; Skerget et
al., 2013). La tasa de deteccion de la QF-PCR es del 100% para las aneuploidias mas
comunes (21, 18, 13, X e Y) que representaron el 74% de todas las anomalias detectadas
mediante cariotipo, estos datos concuerdan con lo publicado en la literatura (Cirigliano

et al., 2006; Cirigliano et al., 2009).

Nuestros datos difieren ligeramente del estudio realizado por Hill y
colaboradores (2010), donde la QF-PCR como técnica independiente presentd una tasa
de deteccion de anomalias cromosdmicas clinicamente significativas del 99.9% (Hill et

al., 2010).

Cuando se realizo el cariotipo al 13% de las 928 muestras que presentaron
hallazgos ecograficos anormales y/o una TN>4.5 mm, la de detecciéon de anomalias
cromosdmicas clinicamente significativas aument6 en un 99%. Utilizando esta misma
estrategia Chitty y colaboradores (2006) detectaron el 99% de anomalias cromosdmicas
clinicamente significativas, realizando el cariotipo en aproximadamente el 10% de las
pacientes. Estos autores argumentan que en fetos con una TN<4 mm evaluada en el
primer trimestre de gestacion, existe una menor prevalencia de que presenten cariotipos

anormales (Chitty et al., 2000).

Si para el diagnostico de aneuploidias se utilizara la QF-PCR como técnica
exclusiva y el cariotipo solo bajo determinadas indicaciones, el coste economico seria

de 66546 € en vez de 145566 € que costaria si realizaramos el cariotipo a las 928
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pacientes, lo que supondria un ahorro sustancial del 54%, coincidiendo con lo publicado
por otros autores (Chitty et al., 2006; Comas et al., 2010; Hills et al., 2010; Gekas et al.,
2011; Speevak et al., 2011; §kerget et al., 2013) (Tabla 37).

Muchos estudios retrospectivos de evaluacion del efecto clinico de la sustitucion
del cariotipo convencional por técnicas de genética molecular en muestras prenatales
han sido ampliamente estudiados, pero los resultados han sido contradictorios (Caine et
al., 2005; chitty et al., 2006; Kagan et al., 2007; Leung et al., 2008; Putzova et al., 2008;
Cirigliano et al., 2009; Ogilvie et al., 2009; Hills et al., 2010; Comas et al., 2010;
Speevak et al., 2011; Gekas et al., 2011; Papoulidis et al., 2012), debido a que la
sustitucion del cariotipo podria tener consecuencias importantes, tales como Ia
posibilidad de que algunos nacidos vivos puedan estar afectados por defectos evitables

(Nicolini et al., 2004; Caine et al., 2005; Ogilvie et al., 2005; Ogilvie et al., 2009).

De acuerdo con nuestros resultados, si se estableciera en nuestro hospital esta
nueva politica de diagndstico, no se hubiese identificado solo un caso de trisomia 12 en
mosaico, que es una aneuploidia clinicamente significativa, muy estudiada en la
literatura actual y compatible con la vida, pero que se asocia con un mal prondstico para
el recién nacido. Presenta un fenotipo muy variable, incluyendo retraso en el desarrollo,
displasia pigmentaria, defectos congénitos del corazon, microcefalia, hipotonia y
retinopatia, entre otros (Chen et al., 2013). La necropsia de este caso, no se llevo a cabo
después de la interrupcion del embarazo debido a que la madre no dio su
consentimiento. Esta anomalia fue detectada por cariotipo, pero segun la nueva politica
de sustitucion del cariotipo, este procedimiento no se habria realizado porque la
paciente no present6 hallazgos ecograficos anormales. Este caso representa un 0.1% del
total de las muestras del estudio (928 muestras), que es similar a la frecuencia
encontrada por otros autores (Chitty et al., 2006; Comas et al., 2010; Papoulidis et al.,
2012). Algunos estudios, refieren un riesgo menor del 0.1% de anomalias clinicamente
significativas que no serian detectadas por la QF-PCR como técnica exclusiva (Caine et
al., 2005; Ogilvie et al. 2005; Leung et al., 2008; Cirigliano et al., 2009; Badenas et al.,
2010; Hills et al., 2010; Speevak et al., 2011; Mann et al., 2012).
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Segun nuestra experiencia hay que ser muy precavidos a la hora de prescindir
del cariotipo convencional, ya que existe un riego significativo de resultados adversos
que no serian detectados, esto supone un gran problema en los casos que no exista un
aborto espontaneo en la mujer, debido a que daria lugar a recién nacidos con anomalias
congénitas con los problemas emocionales y las consecuencias financieras que esto

supone (Hills et al., 2010).

Como consecuencia de nuestro estudio se destaca la importancia de la ecografia
fetal como examen rutinario, siendo la indicacion principal para decidir si la QF-PCR
debe ir precedida por el andlisis del cariotipo convencional (Donaghue et al., 2005;
Caine et al., 2005; Ogilvie et al., 2005; Cirigliano et al., 2006; Chitty et al., 2006; Kagan
et al., 2007; Ogilvie et al., 2009; Badenas et al., 2010, Papoulidis et al., 2012; Mann et
al., 2012). Los casos con hallazgos ecograficos anormales, incluyendo la translucencia

nucal, marcadores suaves y anormalidades fetales estructurales, representan mas del
50% de todas las anomalias cromosdmicas clinicamente significativas (Kagan et al.,

2007; Badenas et al., 2010; Comas et al., 2010).

5.6. RESULTADOS POSTNATALES.

Nuestros resultados indican que cuando se diagnostica una aneuploidia
cromosOmica en la que se espera un prondstico grave, la mayoria de las parejas deciden
interrumpir el embarazo (Hawkins et al., 2013; Suzumori et al., 2014). Si es cierto, que
existe un porcentaje de casos con un cribado de anomalias cromosdmicas de alto riesgo,
en que la paciente declind el ofrecimiento de diagnostico invasivo y decidieron
continuar con el embarazo por razones personales, debido posiblemente a creencias
religiosas, o miedo a complicaciones de la prueba invasiva, independientemente de si
habia un riesgo bajo o grave de un fenotipo clinico anormal. Segln esto, la gravedad de
la anormalidad y la religiosidad juegan un papel importante en la toma de decisiones de
los pacientes ante un caso con un prondstico anormal (Balkan et al., 2010). Respecto a
la distribucidon por sexos se observa, como era de esperar, una cierta predominancia de

los fetos con sexo masculino.
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CONCLUSIONES.

La estimacion del riesgo individual de cromosomopatia mediante el cribado
combinado realizado en el primer trimestre de gestacion en base a la edad
materna, TN, marcadores bioquimicos y de los nuevos marcadores ecograficos
(HN, RT, DV) puede identificar en el primer trimestre del embarazo mas del
90% de los fetos afectados de trisomia 21 y otras anomalias cromos6micas con
una tasa de falsos positivos del 2-3% disminuyendo de un modo muy

significativo el nimero de procedimientos invasivos de diagnostico prenatal.

La técnica QF-PCR diagnosticoé el 96% de las anomalias cromosomicas
clinicamente relevantes detectables mediante cariotipo convencional. Si se
hubiese usado solamente la QF-PCR en el diagnostico de anomalias
cromosOmicas, relegando la utilizacion del cariotipo convencional a
indicaciones especificas (translucencia nucal aumentada >4.5 y otros hallazgos
ecograficos anormales), en este caso se hubiesen diagnosticado el 99% de las
anomalias clinicamente significativas y solo el 0.1% del total de muestras

analizadas (928) quedaria sin ser detectado.

El uso exclusivo de la QF-PCR para el diagnostico prenatal de anomalias
cromosOmicas, junto con el andlisis del cariotipo s6lo para determinadas

indicaciones ecograficas especificas reduce los costes un 54%.
Las anomalias cromosdmicas mas frecuentes en la poblacion gestante estudiada

son: trisomia 21, trisomia 18 y trisomia 13 que representan el 74% de total de

anomalias detectadas mediante cariotipo.
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