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Resumen

RESUMEN

El asesoramiento genético, en asociacion con los procedimientos de diagndstico prenatal,
constituye un elemento basico para la identificacion de anomalias congénitas y trastornos
genéticos, facilitando a la pareja una adecuada informacion, mediante Consejo Genético, que
les permita tomar decisiones informadas respecto a la gestacién. El estudio citogenético fetal
se conoce como una metodologia fiable y resolutiva en circunstancias de riesgo para
cromosomopatia. EI método invasivo, utilizado de manera universal para la obtencién de una
muestra fetal, es la amniocentesis. Desde la implementacion de esta disciplina, a mediados de
los afos 80, los criterios para la seleccion de gestantes en riesgo de alteracion cromosomica
fetal han sufrido multiples variaciones, siempre encaminadas a optimizar el coste-beneficio de
la prueba invasiva, y a obtener la maxima sensibilidad. Las metodologias utilizadas para
realizar estudios citogenéticos prenatales se han ido perfeccionando mediante la inclusién de
nuevas técnicas que permiten caracterizar las anomalias cromosomicas con mayor exactitud y
ofrecer un Consejo Genético correcto. Dentro de los criterios de seleccion de embarazadas en
riesgo de cromosomopatia, la edad materna avanzada (= 35 afios) ha sido la indicacién con
mayor prevalencia para realizar estos analisis a pesar de presentar una baja sensibilidad.
Actualmente, la edad de la madre esta incluida en el método de Cribado combinado de 1%
trimestre para trisomia 21 y trisomia 18, lo que ha hecho disminuir considerablemente las
amniocentesis por edad materna avanzada como criterio aislado.

En este trabajo nos hemos planteado describir la evolucion y tendencias en los criterios
establecidos para la seleccion de gestantes en riesgo de cromosomopatia fetal durante un
periodo de 25 afos, analizando la incidencia de las diferentes categorias de alteraciones
cromosémicas en cada uno de los criterios para realizar amniocentesis, para establecer el
Valor Predictivo Positivo para la deteccién de cromosomopatias de las distintas indicaciones
incluidas en los protocolos de Diagndstico Prenatal. Ademas, hemos valorado las frecuencias
de Alteraciones numéricas y Reordenamientos cromosomicos estructurales en gestantes
remitidas por Edad materna avanzada (=40). Todo ello nos ha permitido establecer que la
optimizacion de los criterios de seleccién de gestantes ha reducido de manera significativa el
numero de procedimientos invasivos. En este sentido, la introducciéon del Cribado combinado
del primer trimestre resulta ser una herramienta eficaz para la deteccién de sindrome de Down,
aunque la incorporacion al algoritmo utilizado de marcadores ecograficos adicionales, ademas
de la translucencia nucal, mejoraria sustancialmente la estimacion del riesgo. Es necesario
realizar un Consejo genético posterior a la deteccion de un resultado de riesgo en el cribado
combinado de 1° trimestre, para informar de los posible hallazgos citogenéticos tras la
amniocentesis, los cuales, en caso de ser diferentes a los incluidos en el test integrado, pueden

implicar un manejo gestacional diferente al esperado y una elevada ansiedad en la pareja. Las
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indicaciones de estudio citogenético con mayor rendimiento diagnéstico son Pareja portadora
de reordenamiento estructural y Marcador y/o malformacién ecografica. Estos, sin duda,
constituyen la herramienta mas eficiente para la identificacion de gestantes con riesgo de
cromosomopatia fetal en ausencia de factores de riesgo preconcepcionales. La Edad materna
menor de 40 anos, como criterio para realizar un procedimiento invasivo, se debe eliminar en
los protocolos prenatales, siempre que el grupo de trabajo disponga de métodos de cribado
integrado y/o ecograficos. Se debe realizar amniocentesis genética en gestantes con edad
igual o superior a 40 afios, dado que la incidencia de patologias no incluidas en el test de
cribado presentan tasas superiores al riesgo estimado de pérdida fetal asociado a la prueba
invasiva. La identificacion de una alteracién cromosémica requiere una interpretacion
individualizada de las posibles consecuencias clinicas, utilizando la metodologia obstétrica y
citogenética a nuestro alcance, que nos permita transmitir una informacion clara y objetiva a las

parejas para tomar la decision mas adecuada respecto al embarazo.
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SUMMARY

The genetic counselling, together with prenatal diagnosis procedures, constitutes a basic
element for the identification of genetic abnormalities and pathologies, thus facilitating adequate
information to the parents, through genetic advice, in order to make appropriate decisions
regarding gestation. The fetal cytogenetic study is recognized as a suitable, reliable and
operative methodology for chromosomepathy risk assessment. The invasive method used in a
generalized manner to obtain fetal samples is the amniocentesis. Since the implementation of
this approach during mid 80s, the criteria to select those pregnancies under chromosomal
alteration risk have underwent multiple variations, always towards the optimization of the cost-
benefit of this invasive test and to provide the highest sensitivity. Accordingly, the
methodologies used for prenatal cytogenetic have been improved in order to obtain a better
characterization of chromosomal abnormalities to support an accurate Genetic Counseling.
Among the selection criteria for chromosomopathy risk, the advanced maternal age (= 35 years)
has been the highest prevalent indication for these analyses, in spite of a low sensitivity. At
present, the maternal age is included into the first trimester combined screening procedure for
the chromosome 21 and 18 trisomies, allowing to a significant reduction of the amniocentesis
numbers due only to maternal age.

In this work, we aimed to describe the evolution and tendencies on the established criteria
to select pregnancies at risk of fetal chromosomopathy during a period of 25 years. To this we
have analyzed the incidence of the different chromosomal alteration categories to perform
amniocentesis, in order to establish the positive predictive value for the chromosomopathy
detection of the different indications included into the current prenatal diagnosis protocols. In
addition, we have evaluated the numeric alteration and chromosomal rearrangement
frequencies in advanced maternal age pregnancies. Collectively,all these analyses has allowed
us to establish that the optimization of the selection criteria has led to a significant reduction of
the invasive procedure numbers. In this regard, the implementation of the first trimester
combined screening has provided a reliable tool for the detection of Down syndrome, although
the implementation into this algorithm with other echographic markers, besides the nuchal
translucency, will significant improve the risk assessment. It is necessary to carry on Genetic
Counseling after a positive result on the first trimester combined screening, to inform of the
possible cytogenetic findings, which may imply a different gestation management respect to that
expected with the concurrent increase in anxiety for the couple, in case that these results were
different to those incorporated into the integral test. The cytogenetic study indications showing
the highest diagnostic performance are: Couple carrying structural rearrangements and Marker
and/or echographic malformation. These undoubtedly represent the most efficient tools for the

identification of pregnancies at risk of fetal chromosomopathies in the absence of other
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preconception risk factors. The maternal age below 40 yrs, as a possible criterion for the
invasive procedure, should be removed from the current prenatal protocols if integrated or
echographic screening procedures are available. According to our results, the amniocentesis
should be carried in pregnancies corresponding to maternal age of 40 years or above, since the
incidence of pathologies non included in the screening is higher than the risk of miscarriage
associated to this invasive procedure. The identification of a chromosomal alteration requires a
personalized assessment of the possible clinical outcomes, using the obstetric and cytogenetic
methodologies, to provide a clear and objective information to the patient couples in order to

make the most adequate decision regarding the pregnancy.



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 El diagnéstico prenatal
El Diagndstico Prenatal (DP) supone un conjunto de actuaciones y metodologias encaminadas
a conocer la adecuada formacion y el correcto desarrollo del feto durante la gestacion. Ademas
de la deteccidon de anomalias fetales y en su caso la posibilidad de interrupcion voluntaria de
embarazo (IVE), actualmente contemplada en nuestro pais en la Ley Organica 2/2010, de 3 de
marzo, de salud sexual y reproductiva, el diagndstico prenatal incluye la realizacion de un
Consejo Genético previo a la gestacion para asegurar decisiones basadas en una informacion
completa asi como un Consejo Genético posterior a la prueba invasiva en aquellos casos con
fetos afectos. Las pruebas genéticas con finalidad clinica, reguladas por la ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica, deben solicitarse dentro del ambito sanitario como parte de un
proceso diagnostico o predictivo, han de tener un claro beneficio para el paciente y en ningun
caso deben suponer un perjuicio. El diagndstico prenatal esta sujeto a fuertes implicaciones
sociales, éticas y legales, por ello se debe realizar sin coaccion y con el apoyo suficiente para
permitir a la pareja tomar las decisiones mas adecuadas de acuerdo a sus valores.

La precocidad en el diagndstico de una anomalia congénita fetal conlleva la posibilidad
de anticipar la interrupcion de la gestacién, lo cual supone una menor repercusion psicologica y
una disminucion de la morbilidad materna (Zolese et al., 1992; McFadyen et al., 1998). Aunque
la mayoria de las gestaciones no muestran patologia fetal, la confirmacion de normalidad
contribuye a reducir la ansiedad durante el resto del embarazo. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) define defecto congénito como “toda anomalia del desarrollo morfolégico,
estructural, funcional o molecular presente al nacer, externa o interna, familiar o esporadica,
hereditaria o no y unica o multiple’. Las anomalias congénitas son la primera causa de
mortalidad y de morbilidad infantil en las sociedades desarrolladas con una prevalencia
aproximada del 2-3% de los recién nacidos vivos (Ling et al., 1991) presentan algun tipo de
defecto congénito, cifra que se duplica a los 7-8 afios de edad con aquellas enfermedades
genéticas de aparicion tardia y/o que se han retrasado en su diagnostico (Myrianthopoulos et
al., 1985).

Las causas que originan las malformaciones congénitas se pueden dividir en cuatro
grandes grupos:
- Enfermedades hereditarias mendelianas o monogénicas: Son las responsables del 25%
de los defectos congénitos y estan presentes en el 1-1,5% de los nacidos. Los mecanismos de
transmisién responden a su caracter recesivo, dominante autosomico o ligado a los
cromosomas sexuales. El riesgo de recurrencia oscila entre el 25-50%.
- Enfermedades multifactoriales: Estas patologias son el resultado de factores genéticos

y ambientales. Son las que presentan mayor frecuencia poblacional aunque el riesgo de

8



Introduccion

recurrencia es muy inferior al de las enfermedades monogénicas. Aproximadamente la mitad
de las malformaciones congénitas son debidas a estos factores y suponen un gran reto en el
ambito del diagnostico prenatal.

- Malformaciones por efecto ambiental teratogénico: en las que intervienen diferentes
causas (farmacos, infecciones, radiaciones ionizantes y toxicos ambientales). Se estima que
son el origen del 10% de los defectos congénitos.

- Anomalias cromosomicas: Ocurren aproximadamente en 15% de las anomalias
congénitas severas diagnosticadas antes del afio de nacimiento, siendo las responsables del

25% de las muertes perinatales debidas a anomalias congénitas. (Zeitlin et al., 2009).

La integracion de todas las actuaciones necesarias para el diagnostico de anomalias
congénitas es altamente compleja, por lo que su realizacion se organiza en torno a un
programa multidisciplinar en el que la Genética desempefia un papel esencial para la
identificacion de estas anomalias. La combinacion del avance de los métodos de cultivos
celulares y técnicas de andlisis citogenético posibilitaron el reconocimiento del estudio
cromosomico prenatal como un método seguro y fiable para la deteccion de cromosomopatias
(Caron et al., 1999). El diagndstico prenatal citogenético se lleva a cabo mediante técnicas
invasivas que proporcionan la muestra para su estudio, técnicas estrechamente ligadas al
desarrollo de la ecografia obstétrica (Donald and Brown, 1961) que posibilitan el estudio
anatomico del feto y la realizacion de estos procesos. La ecografia bidimensional permite en la
actualidad el diagnostico de mas del 80% de los defectos congénitos que cursen con
anomalias morfolégicas, ademdas del seguimiento del embarazo. Como describiremos
posteriormente, estas metodologias llevan implicito un riesgo de complicaciones en el
embarazo, dentro del cual se incluye el aborto involuntario.

Estudios poblacionales han reportado que entre 5%-10 % de las gestantes se someten a
una prueba invasiva para la deteccion de cromosomopatias. (Nicolaides et al., 2005, 2005a;
Eddleman et al., 2006).

1.2 Técnicas invasivas para realizar diagndstico prenatal

1.2.1 Amniocentesis

La amniocentesis como técnica para el diagnéstico citogenético se reporto a finales de los afios
60 como un procedimiento invasivo de segundo trimestre reservado para las gestantes con
riesgo de cromosomopatia (Steele y Berg, 1966; Jacobson and Barter, 1967). Inicialmente se
realizé sin guia ultrasonografica, lo que conllevaba un riesgo aproximado de pérdida del
embarazo del 14% (Bantock et al., 1979). En el momento actual es la metodologia mas
ampliamente utilizada para la obtencidon de muestras fetales con el objetivo de realizar estudios
citogenéticos prenatales (Newberger et al., 2000).
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Figura 1. Primer cariotipo fetal obtenido a partir de

liquido amnidtico (Steele and Breg, 1966).

Respecto a la capacidad diagndstica de esta prueba, diversos estudios multicéntricos han
reflejado la eficacia de esta metodologia estableciendo una tasa de éxito superior al 99%
(Jackson et al., 2012).

La técnica consiste en la introduccion de una aguja espinal a traveés de la pared abdominal,

pared uterina y cavidad amnidtica bajo guia ecografica continua, de forma que se pueda

aspirar una muestra del liquido amniético.

Figura 2. Puncién de la pared abdominal materna
hasta llegar al utero. Muestra la manera correcta de
actuacion, con visualizaciéon completa de todo el

trayecto de la aguja (Parra-Saavedraet al., 2014).

El éxito de la prueba se basa en el establecimiento de cultivos celulares para la obtencion
de células en division que puedan ser analizadas al microscopio 6ptico en el estadio de
metafase. Las células fetales contenidas en el liquido amniético tienen capacidad de adhesién
al sustrato de cultivo y pueden ser clasificadas en tres grupos principales en base a su
morfologia, bioquimica y caracteristicas de crecimiento: epitelioides (tipo E), liquido amnidtico
(tipo AF) y células fibroblasticas (tipo F). Las células de tipo E se ha postulado que derivan de

la piel y la orina, las células de tipo AF fetales de membranas ovulares y trofoblasto y las
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células de tipo F de tejido fibroso y fibroblastos dérmicos conectivos (Hoehn et al., 1982; Prusa
et al., 2002; Bossolasco et al., 2006; Perin et al., 2008).

— '~

Figura 3. Morfologia de las células contenidas en un cultivo de liquido amniético obtenidoen la 152

semanas de gestacion (Perin et al., 2008).

En el momento actual se recomienda realizar la amniocentesis a partir de la 152 semana
gestacional, una vez se ha producido la fusion completa de la membrana amniética con el
corion; la amniocentesis precoz (112-142 semana gestacional) se utilizd durante un largo
periodo de tiempo, aunque actualmente se ha desechado por su asociacidon con una mayor
tasa de pérdida fetal y anomalias musculo-esqueléticas, asi como complicaciones respiratorias
en el recién nacido (Johnson et al. Canadian Early and Mid-trimester amniocentesis trial Group,
1998; Celderholm et al., 2005).

1.2.2 Biopsia corial

La realizacion de biopsias coriales se inicié a finales de la década de los afos 60, mediante la
utilizacion de histeroscopia, con alto riesgo para la gestante y resultados de laboratorio
adversos (Hehnemann et al., 1968). Posteriormente se incorpord la guia ecografica para la
toma de muestra por via transcervical (Kazy et al., 1982) o via transabdominal (Smidt-Jensen &
Hahnemann, 1984), accién que mejoraba del 65 a 96 % el indice de obtencién de muestras
adecuadas. Brambati et al., 1983 establecieron la metodologia para la preparacién directa de
las vellosidades coriales, aprovechando las mitosis espontdaneas de las células del
citotrofoblasto y su rapida proliferacion sin necesidad de cultivo tisular. Respecto a la validez
del resultado obtenido a partir de la biopsia corial, se establece en un 99% de los casos,
especialmente para el diagnéstico de las aneuploidias mas frecuentes (Ledbetter et al.,1990;
Wapner et al., 2005).

Estos métodos para la obtencion de muestra fetal conllevan un riesgo de aborto
involuntario, aunque existen discrepancias respecto a la estimaciéon de estos riesgos.
Mujezinovic et al., 2007 describen una frecuencia entre 0,6-0,9% para amniocentesis aunque
estudios mas recientes reflejan que el riego de pérdida fetal involuntaria anterior a la 242
semana gestacional se aproximaria al 0,1% (Akolekar et al., 2015). El Royal College of
Obstetricians and Gynaecologists (RCOG), describié en 2011 un riesgo de aborto involuntario
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asociado a la biopsia corial del 1-2% (Royal College of Obstetricians and Gynaecologists,
2011). Los criterios para establecer la idoneidad del operador se encuentran reflejados en las
directrices elaboradas en este documento, considerando fundamental la experiencia del
operador junto con el numero de técnicas realizadas por afio asi como el grupo de trabajo y las
técnicas empleadas para su realizacion.

Los criterios referidos anteriormente respecto a las caracteristicas y consideraciones tanto de
la biopsia corial como de la amniocentesis son aceptados y compartidos por la Sociedad
Espafola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO), como se refleja en el trabajo realizado por el
Grupo colaborativo de la SEGO en 2013 (Carreras et al., Grupo colaborativo de la SEGO.,
2013).

1.2.3 Cordocentesis

En 1982, Daffos et al. publicaron la primera experiencia en la obtencion de sangre fetal del
cordon umbilical con el uso de una aguja por via percutanea guiada por ultrasonografia. Esta
metodologia se denomina Cordocentesis o Funiculocentesis y puede ser realizada a partir del
2° trimestre de gestacion, permitiendo obtener el cariotipo fetal tras un cultivo celular de 72
horas. Se considera la técnica invasiva mas dificil y complicada de realizar, con un riesgo
estimado de pérdida fetal del 3% (Tongsong et al., 2000). Se utiliza exclusivamente para
confirmacién de mosaicismos en liquido amnidtico o deteccion de cromosomopatias en

gestaciones avanzadas.

De manera general se recomienda la realizacion de los procedimientos invasivos de
forma centralizada. Un estudio multicéntrico realizado por Tabor el al., 2009 establece que la
tasa de aborto asociada a la prueba invasiva es inversamente proporcional a la experiencia del

centro que la realice.

1.3 Las herramientas para realizar diagndstico citogenético

La era moderna de la Citogenética Humana da comienzo en 1956 con el descubrimiento del
numero de cromosomas presentes en las células humanas (Tjio y Levan., 1956). En los afios
posteriores se correlacionaron diferentes fenotipos con alteraciones cromosémicas especificas
(Sindrome de Down, Lejeune el al., 1959; Sindrome de Turner, Ford et al., 1959; Sindrome de
Klinefelter, Jacobs et al., 1959; Sindrome de Edwards, Edwards et al., 1960; Sindrome de
Patau, Patau et al., 1960). El perfeccionamiento de las técnicas citogenéticas y la
implementacion de nuevas metodologias durante las dos décadas posteriores contribuyeron

notablemente al desarrollo de esta disciplina.
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1.3.1 Técnicas de bandeo cromosomico

Inicialmente los estudios cromosdmicos se realizaron utilizando técnicas de tincion sencillas

que solo permitian la clasificacion de los cromosomas segun su tamafio y morfologia. La

visualizacién de un patrén de bandas caracteristicas en el cromosoma metafasico constituyo el

siguiente objetivo en el desarrollo de la citogenética. La primera aproximacion fue realizada por

Casperson et al.,

Bandas GTG
>
1 \ ) W
' i %”\é\w
% ” i ’/
‘ 3 ’t’v
2 L
» a: o L ‘

0‘ "F 3 3%

~, .ﬁ? oy

Bandas CBG
‘e o .. N -
a' . ' y ) -
‘I . 0‘ . . o. . - ¢ /+
“ ",‘ '.. ’ ,

er// B J |

Q '\ ‘vh
(~

J \
J \ \
' ,'An " ) |

'20"\*‘ "

Figura 4. Metafases con diferentes tinciones
cromosomicas.

1969 obteniendo bandas transversales fluorescentes (Bandas Q) y bandas

oscuras. El bandeo C supuso un gran avance
al permitir la identificacion de las regiones
centroméricas en los cromosomas (regiones
de ADN altamente

preferencialmente en las

repetitivo localizado

zonas
pericentroméricas, teloméricas de los
cromosomas acrocentricos y region distal del
brazo largo del cromosoma Y (Arrighi et al.,
1971 y 1971a). Pero

posibilité el

la estrategia que
reconocimiento de los
cromosomas, de manera independiente y
directamente al microscopio Optico sin
equipamiento fluorescente, fue la
implementacion de las bandas G (Seabright
et al., 1971). Utilizando un cultivo estandar se
obtiene un patrén de 400 bandas para cada
genoma haploide (permite detectar
deleciones o duplicaciones de un tamano
superior a 5-10 Mb) y en torno a 850 bandas
en el caso de un cultivo de alta resolucion
(capacidad de deteccion de 3-5 Mb). Se
estima que un 80% de los genes se localizan
en las bandas claras (las mas ricas en
nucleodtidos G+C), que a su vez son las que
presentan menor condensacién. También se
ha observado que, en general, las bandas
claras son de replicacion temprana.

Los genes que estdn en regiones mas

condensadas (bandas oscuras) son de replicacion mas tardia. Parece, por tanto, que regiones

con alta densidad de genes, ricas en C+G y descondensadas se replican antes que regiones

silenciadas o con baja densidad de genes. La implementacion de la técnica Ag-NOR también
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ha constituido una herramienta muy util para discriminar polimorfismos localizados en los
cromosomas acrocéntricos de cromosomopatias verdaderas. Esta tincion marca las regiones
organizadoras nucleolares situadas en los brazos p de los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22.
(Matsui and Sasaki, 1973).

1.3.2 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

En la década de 1980 comenzd el desarrollo de la citogenética molecular con la introduccion
de la hibridacion in situ fluorescente (FISH), que permite la localizacion morfolégica de
secuencias genéticas en nucleos interfasicos o en metafase. Las primeras aproximaciones
realizadas para identificar morfolégicamente secuencias genéticas se llevaron a cabo por
Pardue y Gall, 1969; John et al., 1969, utilizando isétopos radioactivos como marcaje para los
acidos nucleicos El desarrollo de marcadores fluorescentes junto con la sintesis de
oligonucledtidos in vitro han sido los avances mas importantes en la evolucion de esta
metodologia (Landegent et al., 1984, Coghlan et al., 1985). La primera aplicacion de la FISH en
cromosomas humanos se dirigié hacia la identificacion de estas estructuras en células hibridas
(humanas—raton) (Pinkel et al., 1986).

La resolucion de esta técnica es muy superior a la del cariotipo, permitiendo identificar
reordenamientos cromosdmicos complejos o reorganizaciones de pequefio tamano, por lo que
la FISH resulta una herramienta robusta para la deteccion de sindromes conocidos,
translocaciones cripticas descritas en procesos hemato-oncoldgicos, mosaicismos en nucleos
en interfase y aneuploidias en estudios prenatales (Kalousek et al., 1996, 1996a).

Esta metodologia utiliza sondas de oligonucledtidos (fragmentos de ADN homodlogos a la
secuencia diana) marcadas con una molécula fluorescente y con una longitud minima de 50Kb,
gue reconocen secuencias especificas de ADN en el cromosoma. El procedimiento esta
basado en el mecanismo de complementariedad de los acidos nucleicos y su aplicacion se
tiene que realizar de forma dirigida en base a una sospecha clinica determinada.

Existen diferentes tipos de sondas de oligonucleétidos para la realizaciéon de esta técnica

en funcion de las regiones que son capaces de detectar, agrupandose en cuatro categorias:

1.3.2.1 Sondas especificas de locus

Estas sondas, denominadas también LS| (Locus Specific Identifier), hibridan con una secuencia
unica de ADN. Requieren conocer a priori la region que se desea analizar y permiten detectar
reordenamientos estructurales de genes o de regiones cromosémicas concretas e identificar
deleciones y duplicaciones submicroscépicas con un tamafio minimo de 3Mb. (Kasprzak et al.,
1998).
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Figura 5. A) Nucleos en interfase de amniocitos con FISH sonda LS| 21 (21922.q22.2) SpectrumOrange y LS13
(139q14) SpectrumGreen. A1) Dos sefales para el cromosoma 21 y dos sefiales para el cromosoma 13; A2) Tres
sefiales para el cromosoma 21 y dos sefiales para el cromosoma 13. B) Metafase parcial con FISH sonda Tuple 1
SprectumOrange/ARSA SpectrumGreen donde se observa delecion de la region 22q11.2 (SpectrumOrange).

1.3.2.2 Sondas centroméricas

Las regiones centroméricas de los cromosomas presentan secuencias practicamente idénticas,
diferenciandose unicamente en el 2-3% de su composicion. Las regiones diana de estas
sondas se encuentran precisamente en esta region, permitiendo identificar de manera
individual la mayor parte de los centrémeros, a excepcidén de los cromosomas 13-21 y 14-22.
Estas sondas facilitan la deteccion de alteraciones de tipo numérico, especialmente trisomias y
monosomias en metafase y nucleos interfasicos. También se denominan sondas CEP

(Chromosome Enumeration Probe).

Figura 6. A) Amniocito en interfase con FISH sonda LPEOXY (SpectrumGreen/Spectrum Orange) y

sonda CEP 18 SpectrumAcqua. Se observan dos sefiales fluorescentes para el cromosoma X y dos
sefiales para el cromosoma 18. B) Nucleo de amniocito en interfase con FISH sonda LPEOXY
(SpectrumGreen/Spectrum Orange) y sonda CEP 18 SpectrumAcqua. Se observa sefial fluorescente
verde para cromosoma X y roja para cromosoma Y, ademas de dos sefiales para cromosoma 18. C)
Nucleo de amniocito en interfase con FISH sonda LPEOXY (SpectrumGreen/Spectrum Orange) y sonda
CEP 18 SpectrumAcqua., donde se observan tres sefiales para el cromosoma 18. D) Nucleo de
amniocito en interfase con FISH sonda LPEOXY (SpectrumGreen/Spectrum Orange) y sonda CEP 18

SpectrumAcqua. Se puede observar monosomia para el par sexual.

»
Y
“ A y
L] .‘;’, oy J Figura 7. Metafase con FISH sonda
’ “* 4 ¥ 1 CEP 14 Spectrum Orange donde se
.L » . identifica un cromosoma marcador
3 ( “ \e derivado del cromosomas 14.
. # ~
- \
’ -
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1.3.2.3 Sondas subteloméricas

Identifican regiones cromosdmicas préximas a los teldmeros, las cuales contienen secuencias
unicas que son especificas de cada cromosoma. Fueron definidas por Riethman et al., 2005
como las ultimas 500Kb distales de cada brazo cromosdmico eucariota y poseen una elevada
resolucion (30-100Kb), constituyendo una herramienta muy util, dado que estos segmentos
cromosémicos son altamente ricos en genes y presentan reordenamientos con consecuencias
clinicas relevantes, como sucede en el 10% de los retrasos mentales idiopaticos (Durmaz et
al.,2013).

Figura 8. Metafase parcial con FISH sondas tel 4p (Spectrum
Green)/4q (Spectrum Orange), donde se puede observar una
delecion telomérica en el brazo p de uno de los cromosomas del
par 4.

1.3.2.4 Sondas de pintado cromosémico
Se trata de sondas complejas generadas a partir de microdiseccion cromosémica, las cuales se
amplifican y marcan con fluorocromos que hibridan con multiples secuencias del cromosoma, a

excepcion de los centromeros y telomeros.

Figura 9. A) Metafase parcial con FISH sonda WCP 10 (Spectrum Orange) y sonda WCP 21 (Spectrum Green) donde se observa una translocacion
reciproca. B) Metafase parcial con FISH sonda WCP 1 (Spectrum Orange) y sonda WCP 17 (Spectrum Green) donde se observa una translocacion
reciproca. C) Metafase parcial con sonda WCP 11 (Spectrum Orange) y sonda WCP 8 (Spectrum Green) donde se observa una delecién del
cromosoma8 y una trisomia parcial del cromosoma 11.

También se denominan WCP (Whole Chromosome Painting) y se utilizan principalmente para
detectar translocaciones dificiles de identificar por citogenética convencional, asi como material

adicional presente en cromosomas derivativos o pequefios cromosomas supernumerarios. Su
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uso es especifico de metafases y no permiten detectar inversiones paracentroméricas y

reordenamientos con resolucién menor de 2-3Mb.

1.3.2.5 Sondas Acro-p

Las regiones organizadoras nucleolares (NOR)
contienen complejos génicos codificantes para
las moléculas de ARNr de mayor estructura (18
Sy 28 S). Estos genes ribosomales poseen una
importancia critica para la viabilidad de la célula
y representan aproximadamente el 0,5% del
genoma diploide humano. Se encuentran en el
brazo corto de los cromosomas acrocéntricos y
constituyen la region alrededor de la cual se
desarrollan los nucléolos al final de la mitosis.
Una region NOR se puede transferir a una
region terminal de otro cromosoma, aunque este
suceso rara vez es patologico, salvo cuando la
translocacion ha dado lugar a una delecién en la

region terminal del cromosoma receptor.

Figura 10. Metafase con FISH sonda Acro-p

(SpectrumOrange). Se observan las regiones NOR

en los 10 cromosomas acrocéntricos.

Se ha sugerido que la reestructuracion de los genes del ARNr es la alteracion

cromosémica mas frecuente en los tumores sélidos de adulios. La sonda Acro-p es

complementaria a las regiones de ADN codificante para ARN ribosdmico, lo cual permite

identificar todos los NOR presentes en la metafase y ha sustituido a la tincion Ag-NOR en la

practica citogenética.

A partir de los distintos tipos de sondas, se pueden realizar diferentes combinaciones en

funcion de la patologia que se requiera identificar:

Existen paneles para diagndstico citogenético en células en interfase utilizadas
comunmente para detectar aberraciones numéricas de los cromosomas 13, 18, 21, X e
Y, los cuales se aplican fundamentalmente en muestras prenatales para el diagnéstico
rapido de aneuploidias (Zahed et al., 1992).

El diagndstico de Sindromes de Microdelecion es otro ejemplo de estas posibles
combinaciones. Estas sondas son utilizadas frecuentemente tanto en estudios
prenatales como postnatales, permitiendo la identificacién de regiones cromosémicas
submicroscépicas (Novelli et al., 1999; Chen et al., 2013; Sharma et al., 2015). Hasta el
momento se han descrito mas de 200 tipos de Sindromes de Microdelecién, muchos de
los cuales pueden ser detectados con esta metodologia. Las microdeleciones

sindromicas que presentan mayor prevalencia en la poblacién son: Sindrome del
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maullido de gato (Cri-du-chat), Sindrome de Miller-Dieker, Sindrome DiGeorge/Velo-
Cardio-Facial/l CATCH 22, Sindrome de Wolf-Hirschhorn, Sindrome de Prader-
Willi/Angelman y Sindrome de Smith-Magenis.

1.3.3 QF-PCR para diagnostico rapido de aneuploidias

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa fluorescente (QF-PCR- Quantitative
Fluorescent PCR) fue desarrollada a finales de los afios 90 como una metodologia molecular
rapida y eficiente para la deteccion directa del niumero de copias de los cromosomas
implicados en las aneuploidias mas comunes, a partir de ADN extraido de células de liquido
amniotico (Pertl et al., 1994, Adinolfi et al., 1997.

Consiste en la deteccion de secuencias de ADN gendmico utilizando oligonucleétidos
(secuencia lineal de nucledtidos unidos por enlaces fosfodiéster, habitualmente con tamano
<50 nucleodtidos) marcados con moléculas fluorescentes. Los productos de PCR pueden ser
entonces identificados y cuantificados utilizando el area y altura de un pico generado por un
programa de analisis de fragmentos en secuenciadores automaticos de ADNA. Las secuencias
utilizadas se denominan microsatélites (STRs- Short Tandem Repeats). Estas regiones estan
presentes en todo el genoma y son estables y polimorficas, es decir, varian en longitud entre
individuos dependiendo del numero de veces que contengan un determinado motivo de
repeticion (tri-, tetra-, penta-nucleétido), pero manteniéndose invariables a lo largo de la vida
del individuos y de una generacion a otra. Si el marcador STR es altamente polimérfico, pocos
individuos normales deberan ser homocigotos y por tanto mostrar un pico; los individuos
heterocigotos normales mostraran dos picos (patron heterocigoto) mientras que los individuos
trisébmicos podran mostrar tanto un patrén dialélico (dos picos con proporcién 2:1 entre sus

areas) como trialélico (tres picos con proporcion 1:1:1).

380 420 180
+ + + "
l \ Figura 11. Patrones de amplificacion patolégicos en
fl 1 QF-PCR para dos marcadores microsatétiles
| ' l correspondientes al cromosoma 21. A) Patrén trialélico
A A\ 4 ‘#’"‘.‘ A (marcador D21S1412. B) Patrén dialélico (marcador
240349 =2 42285 s2158.74 D21S1411). Se detalla para cada pico el tamafio en pb,
ht6955  ht 6648 ht 4094 area y altura en unidades arbitrarias de fluorescencia.
ar 44341 ar43151 ar 24786
b )
sz 416.12 sz 174.92
ht 6394 ht 10119
ar 41860 ar 65394

Para valorar el numero de copias de un determinado cromosoma se utilizan un minimo
de 4 microsatélites para cada cromosoma a estudiar (Voglino et al., 2002). Esta metodologia es
ampliamente utilizada en Diagnostico Prenatal Citogenético para la identificacion de

aneuploidias totales de los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21, ademas de permitir la deteccion de
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contaminacioén por células maternas y el estado de cigosidad en embarazos gemelares. La QF-
PCR también nos posibilita establecer el origen materno o paterno de estas aneuploidias, sin
embargo, no permite detectar mosaicos por debajo del 15% (Pertl et al., 1999; Cirigliano et al.,
2001; Brun et al., 2004).

1.3.4 Array-CGH

Esta tecnologia esta dirigida a la deteccion de las variaciones del numero de copias de ADN
gue no pueden ser identificadas por FISH. Las primeras descripciones referentes a CGH sobre
matrices fueron reportadas por Solinas-Toldo et al., 1997, basandose en la metodologia de la
Hibridacion Gendmica Comparada descrita por Kallioniemi et al. en 1992. La denominacion
Array-CGH fue introducida por Pinkel et al., 1998, donde el ADN de referencia (marcado con
Cyanina 5-rojo) y el ADN del individuo a estudiar (marcado con Cyanina 3-verde) son
hibridados sobre un soporte (matriz o array) que contiene fragmentos inmovilizados de ADN
genomico localizados en posiciones conocidas del genoma (tamafio 100-200 Kb) (Snijders et
al., 2001; Veltman et al., 2003). Los ADNs compiten para hibridar sobre las sondas incluidas en
el array. La cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia emitida por Cy3 y Cy5 se realiza
mediante un software adaptado que normaliza los datos mediante algoritmos de regresion
lineal y los situa en el mapa gendmico del organismo correspondiente. Si la intensidad de cada
punto es igual se interpreta como normal, si existe un aumento de fluorescencia Cy3 se
considera duplicaciéon y si el aumento corresponde a Cy5 se interpreta como delecién. Esta
técnica permite el rastreo de desequilibrios globales presentes en el genoma en una unica
hibridacion y sin necesidad de obtener células en division, ademas de no requerir ningun
conocimiento a priori de la regién gendmica implicada (Pinkel et al, 1998; Lee et al., 2007). En
contraposicién, no permite detectar reordenamientos balanceados, mutaciones puntuales y
mosaicismos de bajo grado por debajo del 10% (Ballif et al., 2006; Stankiewicz et al., 2007).

La resolucion del array esta limitada unicamente por la distancia entre los clones
inmovilizados en la matriz y por la longitud de los mismos. Los array de baja resolucién
contienen alrededor de 3.000 marcadores distanciados entre si aproximadamente 1 Mb a lo
largo del cromosoma; las matrices de alta resolucion alcanzan hasta 10° secuencias de ADN
pudiendo detectar desequilibrios < 1Mb.; en este caso pueden surgir inconvenientes como la
interpretacion de la variacion en el numero de copias (CNVs-Copy Number Variations), por lo
que no son utilizados en analisis prenatales. Las CNVs se definen como un segmento de ADN
con un tamafo igual o superior a una Kb cuyo nimero de copias es variable entre diferentes
individuos, clasificandose en tres grupos: causales (asociadas a patologia), benignas (no
asociadas a patologia y presentes en la poblacién sana) y variantes de significado incierto (no
esta determinado su repercusion clinica) denominadas VOUS (Variants of Uncertain Clinical

Significance) (Beaudet et al, 2010). Existen diferentes tipos de arrays, pero los que
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desempefan un papel mas determinante en el diagnéstico prenatal son los Arrays de dosis (a-
CGH).
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Figura12. Array-CGH con plataforma de 44000 sondas y resolucion de 200Kb donde se observa una
delecidnen la banda 2p24.

Esta técnica puede ofertarse como prueba conjunta al cariotipo en aquellos casos con
hallazgos anatomo-morfolégicos anormales y cariotipo convencional normal, asi como en los
casos de muerte fetal con anomalias congénitas e incapacidad para obtener un cariotipo
convencional, siempre en concierto con un adecuado asesoramiento genético (American
College of Obstetricians and Gynecologists, 2013), mejorando la deteccién de desequilibrios
hasta el 8,2-15,4% (LeCaignec et al., 2005; Valduga et al., 2010). Otros autores informan de un
aumento del 3,6% sobre el cariotipo convencional cuando se aplica independientemente de la
indicacion para realizar la prueba invasiva, sin detectar un incremento apreciable en la
deteccion de variables de significado incierto (Hillman et al., 2011) y alcanzando el 7% si se
detectan anomalias ecograficas una vez excluidas las aberraciones convencionales visibles
con técnicas citogenéticas clasicas.

En Espafia se ha establecido un Documento de Consenso para el Uso Clinico de Array-
CGH a través de un grupo de trabajo promovido por el Instituto Roche. Su recomendacion en el
ambito prenatal no establece en el momento actual si esta técnica va a tener un uso
generalizado o no, ni cuando se puede incorporar a la rutina prenatal, aconsejando que su
utilizacion se realice posteriormente a una evaluacion fetal mediante ultrasonidos y cribado
bioquimico, junto a un asesoramiento genético previo para que la pareja entienda

completamente el alcance del estudio.

1.3.5 ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature)

La terminologia basica para la nomenclatura citogenética se establecié en 1971, una vez
estandarizado el bandeo cromosémico para el reconocimiento especifico de cada cromosoma.
Este Sistema de Nomenclatura se cred a partir de la necesidad de categorizar los casos
normales y anormales y de lograr una comunicacibn comun entre los profesionales
relacionados con la Genética Humana. El ISCN también ha contribuido a disefar los

ideogramas caracteristicos de cada cromosoma con diferentes niveles de resolucién. Este
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manual se revisa periddicamente siendo su Ultima actualizaciéon en 2013 (Simons et al., 2013).

1.4 Cromosomopatias

Las enfermedades de base cromosdmica se caracterizan habitualmente por la presencia de un
cuadro polimalformativo que puede ser compatible con la vida y/o provocar discapacidad fisica
e intelectual, siendo un importante componente de la morbimortalidad perinatal e infantil asi
como en edad adulta. Las alteraciones cromosémicas comprenden variaciones numeéricas,
estructurales o combinadas en los cromosomas, pudiendo afectar tanto a los autosomas como
a los cromosomas sexuales.

Los organismos eucariéticos superiores poseen generalmente dos juegos cromosomicos
procedentes del padre y de la madre (2n). Se denomina euploidia al nimero de cromosomas
multiplo exacto del numero haploide (n). Cuando la dotacién cromosémica en el nucleo celular
es un multiplo inexacto de este numero, la patologia se denomina aneuploidia. Sin embargo
existen gestaciones poliploides, los cuales presentan mas de dos juegos cromosémicos
completos (triploidias y tetraploidias).

Cuando la anomalia cromosémica presente en un individuo se debe a un error en meiosis
(linea germinal), todas sus células presentan la alteracion (cromosomopatia “en linea unica”)
mientras que si la anomalia es debida a un error mitético postconcepcional (linea somatica) el
individuo presenta poblaciones celulares normales y poblaciones desequilibradas,
denominandose en este caso “anomalia en mosaico”.

Se estima que el 20% de los embriones son portadores de una cromosomopatia.

Estudios citogenéticos en abortos espontaneos del primer trimestre han mostrado que
aproximadamente el 50% estan asociados a alteraciones cromosémicas, mientras que en el
segundo trimestre se identifican en el 20% de las pérdidas fetales (Morales et al., 2008), con un
origen de novo en la mayoria de los casos (Goddijn et al., 2004). En el ambito de la infertilidad,
la prevalencia de cromosomopatias en parejas con dificultades de reproduccion se estima en
2,1% para mujeres y 6,1% para varones, siendo los varones azoospérmicos los que presentan
mayor tasa de alteraciones cromosémicas (16%) (Gekas et al., 2001).
En Europa se describe una tasa de alteraciones cromosdmicas al nacimiento de 43,8 por cada
1000 individuos (Wallesley et al, 2012) y la frecuencia de estos sucesos en individuos con
retraso en el desarrollo intelectual y discapacidad se estima en 1% (Ravnan et al., 2006; Ballif
etal., 2007; Shao et al., 2008).

Respecto a los estudios prenatales, la frecuencia de anomalias cromosomicas
diagnosticadas en liquido amnidtico se encuentra entre 0,27%-4,86% (Méndez-Rosado et al.,
2014; Chang et al., 2012; Tseng et al., 2006, Mademont-Soler et al., 2011; Karaouguz et a.,
2006; Han et al., 2008; Comas et al., 2014; Ocak et al., 2014; Danisman et al., 2013; Ekin et al.,

2014, Balkan et al., 2011). Como hemos citado anteriormente, los rangos de anomalias
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cromosoémicas en diferentes estadios del desarrollo estan ampliamente documentados, sin
embargo los datos en el ambito del diagndstico prenatal, principalmente los referidos a
reordenamientos cromosomicos estructurales son todavia escasos, lo que condiciona la
realizacion del Consejo Genético.

Estos datos permiten concluir que las anomalias cromosdmicas son una causa
importante de muerte perinatal y discapacidad en la infancia, por lo que permanentemente se
trata de buscar métodos que permitan la seleccion de gestantes de alto riesgo para estos
trastornos.

1.4.1 Anomalias numéricas

1.4.1.1 Triploidias y tetraploidias

Las triploidias (3n) son diagnosticadas fundamentalmente en gestaciones, de las cuales dos
tercios terminan en aborto espontaneo antes de la 152 semana gestacional (Hook et al., 1984).
Entre el 1-3% de las fecundaciones muestran esta alteracion (Thompson and Thompson,
2008), siendo las responsables del 16% de los abortos espontaneos de causa cromosémica.
Su origen se produce en la mayoria de los casos por la fecundacion con dos espermatozoides
(dispermia) aunque existen algunos casos originados por fallos en una de las divisiones
meidticas durante la gametogénesis, dando lugar a 6vulos o espermatozoides diploides. La
expresion fenotipica de un cariotipo triploide depende del origen del complemento
cromosémico extra, asi, si el origen es paterno se producen anomalias placentarias
denominadas molas hidatidiformes parciales mientras que un origen materno da lugar a
abortos precoces.

Las tetraploidias (4n) producen embriones inviables y se originan por un error mitético en
la division del embrion tras la fecundacion (con resultado 92, XXXX o 92, XXYY) o por la
fecundacion de un o6vulo por tres espermatozoides (92, XXXX, 92, XXXY, 92, XXYY o 92,

XYYY), siendo las responsables del 6% de los abortos espontaneos de causa cromosomica.

1.4.1.2 Aneuploidias
Consisten en ganancia (trisomia) o pérdida (monosomia) de uno 0 mas cromosomas, dando
lugar en la célula a una dotacion cromosémica no multiplo del numero haploide (n). Son el tipo
de anomalia cromosomica constitucional mas frecuente en nacidos vivos (0,14%) y se postula
que el 19% de los ovocitos y el 4% de los espermatozoides son aneuploides, por lo que 1 de
cada 13 concepciones tendria alteraciones cromosdmicas con implicaciones clinicas (Plachot
M., 1991).

Las trisomias junto con las monosomias constituyen la mayor causa de muerte perinatal
y discapacidad en la infancia; consecuentemente, la deteccion de estas cromosomopatias

supone la indicacién mas frecuente para realizar Diagndstico prenatal citogenético.
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1.4.1.2.1 Trisomias

La mayoria de las trisomias autosémicas son letales y dan lugar a abortos espontaneos en el
primer trimestre de gestaciéon. Unicamente las trisomias de los cromosomas 13, 18 y 21
pueden ser viables, con prevalencias al nacimiento 23,0/10000, 5,9/10000 y 2,3/10000
respectivamente (Wallesley et al., 2012) y en su totalidad se asocian a retraso mental y/o
malformaciones congénitas. Excepcionalmente se han encontrado algunos casos de otras
trisomias autosdmicas, normalmente en mosaico. La trisomia 20 es la mas frecuente en
estudios prenatales de amniocitos aunque su repercusion clinica no esta bien establecida
(Hartmann et al., 2004), seguida de la trisomia 14 (Von Sneidern et al., 2008) con
caracteristicas que incluyen dismorfias faciales y cardiopatias.

Las aneuploidias sexuales 47, XXX, 47, XXY y 47, XYY son menos severas,
observandose con mayor frecuencia en pacientes con problemas de reproduccion. La
frecuencia detectada en Europa es de 2/10000 nacimientos (Wallesley et al., 2012) aunque la
prevalencia estimada es mucho mas alta (Viuff et al., 2015). Se postula que esta diferencia se
debe a la ausencia de manifestaciones clinicas en un gran numero de estos individuos, lo cual
impide su caracterizacion cromosomica. Se conoce que el 90% de las trisomias para los
cromosomas 21, 18 y 13 y el cariotipo 47, XXX tienen un origen materno mientras que el 50%

de los sindromes de Klinefelter tienen un origen paterno.

1.4.1.2.2 Monosomias

Las monosomias autosdmicas constitucionales son alteraciones cromosomicas incompatibles
con la vida cuando se presentan en linea unica, pudiendo ser viables en algunos casos si
aparecen en mosaico. La monosomia del cromosoma X (sindrome de Turner) es la Unica
haploinsuficiencia no letal, con una prevalencia al nacimiento de 3,3/10000 (Wallesley et al.,

2012) siendo su origen paterno en el 80% de los casos.

1.4.2 Reordenamientos Cromosomicos Estructurales (RCEs)
Las variaciones estructurales se definen como sucesos originados por roturas cromosomicas y
reunion errénea en los cromosomas interfasicos o eventos de sobrecruzamiento desigual, que
pueden dar lugar a cambios en el numero de copias en segmentos concretos del ADN
(deleciones, duplicaciones, cromosomas en anillo, cromosomas marcadores supernumerarios
(sSMC) e isocromosomas), alteraciones en la orientaciéon de segmentos cromosomicos
(inversiones) y/o localizacion de regiones concretas (translocaciones). Otros mecanismos
mutagénicos, mitoticos y meiodticos (observados por estudios de CNVs en gemelos idénticos)
conducen a la generacion de variaciones estructurales. Estos incluyen:
1) Errores de recombinacion, en particular recombinacion homoéloga no alélica (NAHR)
(Lupski JR., 1998).
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2) Errores generados en la reparacion de roturas del DNA, como en la uniéon de extremos
por recombinacion no homéloga (NHEJ) (Moore et al., 1996) y microhomodloga (MMEJ)
(McVey et al., 2008).

3) Errores de la replicacion, como la parada de la horquilla de replicacion y cambio de
molde (FoSTeS) (Lee et al., 2007) o la replicaciéon de roturas debidas a microhomologia
(MMBIR) (Hastings et al., 2009).

Cada uno de estos procesos genera una marca molecular determinada en los sitios de rotura
de las variantes estructurales o en su proximidad. Mediante estudios de mutagénesis en
Drosophila Melanogaster y ratones, se ha postulado que las aberraciones estructurales se
presentan con mas frecuencia en la espermatogénesis que en la ovogénesis. (Chandley et al.,
1991; Thomas et al., 2006; Gardner and Sutherland, 2004).

Estas variaciones pueden ser equilibradas, las cuales no conllevan pérdida o ganancia de
material genético o desequilibradas, donde una parte del genoma se pierde o se duplica,
asociandose a enfermedad en muchas ocasiones (Tuzun et al., 2005; Redon et al., 2006). Los
RCEs desequilibrados tienen un gran impacto en nacidos con malformaciones congénitas,
alcanzando una frecuencia del 3%, mientras que las reorganizaciones equilibradas se detectan
en aproximadamente el 2% de los casos (Martinez-Fernandez et al., 2011), aunque la
frecuencia de estos ultimos en la poblacidon general se estima sea mas elevada. Los portadores
de RCEs equilibrados no manifiestan habitualmente rasgos clinicos que justifiquen su estudio
citogenético, siendo detectados en la mayoria de los casos por problemas de infertilidad o
abortos recurrentes. Habitualmente las anomalias fenotipicas asociadas a estos desequilibrios
son retraso de crecimiento intrauterino, retraso mental, dismorfias y alteraciones neurolégicas
(Bugge et al., 2000; Schaffer and Lupski, 2000), estando causadas por la activacion extra o
deficiente de genes unicos, disrupcion y/o fallos de la regulacién génica durante el desarrollo
embrionario.

En teoria las roturas cromosdémicas para producir el intercambio de material genético
asociado a la meiosis, y en ocasiones a mitosis, pueden ocurrir en cualquier punto del genoma,
pudiéndose recombinar los cromosomas afectados de infinitas maneras dando lugar a un
numero potencial de reordenamientos resultantes muy elevado; no obstante se ha observado
que existen ciertas regiones genémicas, como secuencias de ADN repetitivo o puntos fragiles,
con mayor tendencia a sufrir reorganizaciones estructurales (Warbunton D, 1991, Cohen et
al., 1996, Matsuyama et al., 2004).

La aparicion de un RCEs de novo incrementa el riesgo de aparicion de trastornos
genéticos incluso cuando aparentemente se muestren equilibrados. Este hecho es debido a la
posible disrupcion génica o a la presencia de deleciones o duplicaciones submicroscopicas en

los puntos de rotura que afecten a genes o clusters génicos enteros. La regulacion de la
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expresion de muchos genes es dependiente de su posicién por lo que una variacién en la
posicién del locus puede dar lugar a su expresion en momentos o tejidos inadecuados; este
hecho se denomina “efecto de posicion" y el aumento del riesgo se atribuye a menudo a la
interrupcion de genes o elementos reguladores. En general, las frecuencias de alteraciones
estructurales en estudios prenatales presentan magnitudes muy diferentes y tamafios de
muestras muy variables, dado que son recogidos sobre poblaciones seleccionadas por
diferentes causas, siendo las prevalencias muy bajas (Kjaergaard et al., 2010, Garne et al.,
2010; Wu et al., 2010; Hillman et al., 2011; Faas et al., 2010).

A continuacion, se describen los diferentes tipos de RCEs:

1.4.2.1 Translocaciones reciprocas

Las translocaciones reciprocas se definen como reordenamientos originados por un
intercambio de material cromosomico entre dos cromosomas no homdlogos, donde
generalmente el numero de cromosomas permanece inalterado. El intercambio de material
genético entre dos cromosomas no homdélogos puede ocurrir durante la mitosis premeidtica,
por recombinacion meidtica en la linea germinal de los padres o mitosis post-cigoticas en
estadios temprano del desarrollo embrionario (Vanneste et al., 2009; Robberecht et al., 2013).

Los individuos portadores de estos
rotura

reordenamientos producen tasas elevadas _i- ones i

de gametos desequilibrados que conducen a

abortos recurrentes o nacidos con anomalias —_—

congénitas (Fiorentino et al., 2011; 2012;

Mokanszki et al., 2012). La frecuencia de

portadores en la poblacién normal se estima Figura 13. Esquema que representa el mecanismo de
en 1/330 (Kochhar y Ghosh, 2013), ademas formacion de una translocacion reciproca.

de observarse en el 0,6% de las parejas infértiles y en el 9,2% de las parejas con abortos
recurrentes (Vozdova et al., 2012). Estos reordenamientos pueden ser transmitidos de
generaciéon en generacién y se admite que la mayoria de los casos familiares tienen
descendencia fenotipicamente normal resultante de gametos equilibrados (Kim et al., 2011). No
obstante en algunos casos puede dar lugar a manifestaciones clinicas por disrupciéon o efectos
por cambio de posicion génica. Se han encontrado pocos casos de translocaciones reciprocas
y su posible repercusion fenotipica cuando son heredadas de un portador sano, aunque varios
autores han descrito individuos en los que se ha producido un impacto fenotipico severo debido
a disomia uniparental y microdeleciones en loci adyacentes al punto de rotura (Smeets et al.,
1992; Wagstaff et al., 1995; Liao et al,. 2011, Giardino et al,. 2006). Dufke et al., 2001 proponen
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la existencia de un mosaico oculto desequilibrado en piel como causa del fenotipo anémalo,
mostrando un cariotipo en sangre periférica con translocacion equilibrada.

La implementacion de la metodologia de Array-CGH permite actualmente la deteccién de
reordenamientos submicroscoépicos responsables de alteraciones fenotipicas derivados de esas
cromosomopatias (Giardino et al., 2006, De Gregori et al., 2007). La frecuencia de
descendencia desequilibrada al nacimiento depende del tamafio y del contenido genético de
los segmentos cromosomicos reestructurados (Midro et al., 2006). Las translocaciones
reciprocas de novo son hallazgos muy raros en Citogenética Clinica; no encontrandose
asociacion con la edad de los padres pero si en cuanto al origen de estas alteraciones,
presentando una mayor proporcion los portadores de sexo masculino; se postula que puede ser
consecuencia del mayor numero de divisiones celulares premeidticas durante la
espermatogénesis (Thomas et al., 2010). Recientemente se ha resefiado que, el mecanismo
predominante en la formacién de translocaciones reciprocas de novo es la recombinacion
homédloga no alélica (NARH), debida a repeticiones palindromicas ricas en A-T. Los
cromosomas 8, 11, 17, y 22 son los implicados con mayor frecuencia en este tipos de
reordenamientos, donde la translocacion t(11; 22) muestra la mayor prevalencia (Robberecht et
al. 2013).

1.4.2.2 Translocaciones Robertsonianas (ROBs)
Estas alteraciones se producen por la fusion de los brazos largos de dos cromosomas
acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22), y pérdida de ambos brazos cortos. Su
frecuencia en nacidos es de 1/1000 (Hamerton et al., 1975; Nielsen et al., 1991; Kim and
Shaffer, 2002; Bandyopadhyay et al., 2002). Se ha propuesto que su elevada incidencia es
debida a la similitud de las secuencias de ADN que comparten los brazos cortos de estos
cromosomas, lo que les confieren susceptibilidad a reordenamientos cromosoémicos
(Bandyopadhyay et al., 2001a); asi, la region p11 de estos cromosomas incluye diferentes tipos
de AND satélite; la regién p12, denominada

“tallo”, contiene multiples copias de genes

rotura . \/-
rotura
codificantes para las regiones 18S y 28S del
e—) RNA ribosomal (regién organizadora del
nucléolo) y la region p13 terminal incluye DNA
Figura14. Esquema de la formacion de una B-satélite y secuencias teloméricas (Page et
translocacion Robertsoniana. al., 1996; Bandyopadhyay et al., 2001b).

Todos los cromosomas acrocéntricos humanos son capaces de participar en una
translocacion de esta categoria, dando lugar a 15 tipos diferentes de cromosomas derivados: 5
ROBs homdlogas (derivadas del mismo par cromosémico) y 10 heterdlogas (resultantes de

distintos cromosomas acrocéntricos), aunque se ha observado que la distribucion en la

26



Introduccion

poblacién general no es aleatoria. Especificamente, los der(13q;14q) y (149;21q) son los mas
frecuentes, constituyendo aproximadamente el 85% de todas las translocaciones
Robertsonianas (Therman et al., 1989). El 50% de estas alteraciones se originan de novo, de
las cuales el 95% de las der(13q;14q) y (149;21q) tienen un origen materno (Page et al., 1997).
Se postula que el origen de las translocaciones Robertsonianas heterdlogas se produce
principalmente en la etapa de la meiosis | de la ovogénesis, mientras que casi todas las
homodlogas con origen de novo tienen un origen mitético (Nielsen et al., 1991), con puntos de
rotura dentro de una region constante (Bandyopadhyay et al., 2002).

Las translocaciones Robertsonianas se consideran equilibradas y su comportamiento
respecto a la repercusién fenotipica es semejante a las translocaciones reciprocas, siendo
relevante su implicacion en la formacion de gametos desequilibrados, de los cuales unicamente
son viables aquellos que dan origen a trisomias 21 y 13. Keymolen et al., 2011 observaron que
la probabilidad de nacimiento de un hijo vivo sano, en embarazos de parejas portadoras de
translocacion Robertsoniana, oscila entre 50-70%, ya sea por concepcion espontanea o por
tecnologias de reproduccién asistida.

Como consecuencia de la segregacion meidtica en individuos portadores de
translocacion reciproca o Robertsoniana se pueden producir gametos desequilibrados que
conducen a gestaciones viables, aunque estas cromosomopatias son suceso raros en nacidos
vivos, mostrando una frecuencia en la poblacion de 3 cada 10.000 individuos (Rothlisberger
and Kotzot, 2007).

1.4.2.3 Inversiones

Las inversiones cromosomicas son reordenamientos aparentemente equilibrados que se
producen a partir de dos roturas en el mismo cromosoma y rotacién de 180° del segmento
originado, el cual se reinserta en el mismo cromosoma. Fueron las primeras variantes
genéticas en ser analizadas y tienen su origen en sucesos de recombinacion homdloga no
alélica entre repeticiones invertidas. Su caracter equilibrado ha hecho que durante mucho
tiempo se pasaran por alto, aunque estudios gendmicos recientes han revelado que las
inversiones son mas comunes de lo que se pensaba (Tuzun et al. 2005; Kidd, et al., 2008).
Suponen el 10% de todos los reordenamientos estructurales, de las cuales 2/3 corresponden al
tipo pericéntrica (cuando las roturas se producen en los dos brazos del cromosoma incluyendo
el segmento originado al centromero) y el resto a paracéntricas (cuando las dos roturas se
producen en el mismo brazo). Muchas inversiones tradicionalmente detectadas en cariotipos
humanos parecen no tener efectos fenotipicos. Este es el caso de inversiones pericéntricas en
los cromosomas 1, 2, 3, 5, 9, 10 y 16, las cuales invierten principalmente secuencias
heterocromaticas, que se observan con frecuencia en el analisis citogenético y se consideran

polimorfismos (variantes estructurales sin repercusioén clinica) (Thomas et al., 2008).

27



Introduccion

A

rotura i

180°/ \
"\l

rotura

@

Pericéntrica Paracéntrica

Figura 15. Esquema de la formacion de inversiones. A) Inversion

pericéntrica. B) Inversion paracéntrica.

Este reordenamiento estructural modifica la ordenacion standard de los loci contenidos
en el segmento cromosoémico. Generalmente una inversion no provoca repercusion fenotipica
en el portador, tanto cuando se presenta en heterozigosis como en los casos, poco frecuentes,
de homocigosis (parentales consanguineos), pero la recombinacion en meiosis puede dar lugar
a desequilibrios debido a la dificultad en el alineamiento. Normalmente, el emparejamiento
exacto de los homélogos se produce a través de la formacion de bucles de inversion en
paquitene. En este caso, el entrecruzamiento sigue el modelo de bucle invertido, el cual
asegura que los segmentos de emparejamiento del cromosoma invertido y su homologo estén
perfectamente alineados (homosinapsis) (Gardner y Sutherland, 2004). Los resultados de un
entrecruzamiento aberrante entre el cromosoma normal y su homélogo invertido dan lugar a
dos cromosomas complementarios recombinantes, con cromatidas portadoras de
duplicacién/delecién reciproca y en consecuencia, gametos desequilibrados. Estos eventos
pueden tener efectos sobre la fertilidad, describiéndose un mayor riesgo de aborto involuntario
(Ferfouri et al., 2009). También se han descrito portadores de alelos invertidos que pueden
predisponer a deleciones; como sucede en el sindrome de Wiliams-Beuren, donde
aproximadamente el 12% de los padres con hijos afectos muestran una inversién en la region
cromosomica implicada en la enfermedad (Hinton et al., 2006). Resultados similares se han
observado para deleciones que causan el sindrome de Angelman y el sindrome de Sotos
(Gimelli et al., 2003; Visser et al., 2005). También se han referido enfermedades causadas por
inversiones equilibradas, principalmente por alteracién directa de un gen (Utami et al., 2014) o
mediante la alteracion de su expresion génica (Anger et al., 2014). Pareces ser que el
incremento en el riesgo de descendencia con cariotipo desequilibrados se produce cuando la
longitud del fragmento invertido es mayor de un tercio de la longitud total del cromosoma
(Morel et al., 2007). La frecuencia de inversiones de novo es mucho menor que las de origen
familiar (28% vs. 72%) (Muss et al., 2007) y se asocian a repercusion fenotipica con mayor

probabilidad que las heredadas, de manera que los puntos de rotura que originan estas
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alteraciones pueden alterar directamente secuencias codificantes o la expresion de genes
adyacentes, mediante la separacion de elementos reguladores de las secuencias de
codificacion correspondientes, o mover los genes a diferentes dominios de regulacion (Kleinjan
et al., 1998), como sucede en la inv(16)(p13.3913), produciéndose la interrupcion del locus
Rubinstein-Taby o en la inv(X)(p11.4922) que afecta al gen del sindrome de Norrie (Gardner
and Sutherland, 2004). De manera general este riesgo varia significativamente dependiendo
del cromosoma involucrado y de la region invertida, con tasas que oscilan entre < 1% hasta el
30% (Muss et al., 2007).

Las inversiones que afectan a las regiones heterocromaticas son mas frecuentes que las
reordenadas en zonas de eucromatina. Excluyendo los polimorfismos, el cromosoma 4 es el
que se detecta con mayor prevalencia en inversiones pericéntricas, mientras que los

cromosomas 3 y 7 son los que tienen una mayor implicacion en las paracéntricas.

1.4.2.4 Deleciones

Las deleciones se originan por la pérdida de un segmento cromosémico dando lugar a un
desequilibrio en la dosis génica. En consecuencia, un portador de una delecion es
haploinsuficiente para la informacion genética contenida en el segmento delecionado, es decir,
incapacidad de la copia unica para realizar las funciones del segmento en doble dosis. Esta
incapacidad parece depender del tamafio delecionado, asi como del numero y funciones de los
genes contenidos en el segmento. La incidencia de deleciones al nacimiento se estima entre
1,4-1,99/10000 (Thompson and Thompson, 2008; Wallesley et al., 2012, Forrester and Merz,
2007). Estos autores postulan ademas que las deleciones no estan asociadas a la edad

materna en el momento del embarazo.

A B

rotura rotura

Terminal Intersticial

Figura 16. Esquema de la formacion de deleciones. A) Delecion

terminal. B) Delecionintersticial.

En cuanto a su origen, estas alteraciones pueden producirse a partir de una unica rotura
en un extremo del cromosoma (delecién terminal) y pérdida del segmento originado o mediante
dos roturas seguida de la pérdida de la region intersticial y la posterior unién de los segmentos

restantes, tanto en el brazo p como en brazo q (delecién intersticial). EI segmento intercalar,
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gue no contiene centrémero, puede permanecer en forma lineal o formar un anillo acéntrico
cuando es de gran tamafio, que se perdera en la siguiente division celular independientemente
de su morfologia. Estas alteraciones son consecuencia de una segregacién anormal en
gametos de individuos portadores de reordenamientos equilibrados o bien se producen por
recombinacion homaologa no alélica o roturas y reunion erronea en los cromosomas interfasicos
cuando se detectan de novo, estimandose el riesgo de recurrencia en 0,5% (Gardner y
Sutherland, 2004) y en ocasiones frecuencias poblacionales mas altas son la delecion del
brazo corto del cromosoma 5 y la delecién en la regién 22q11.2, con un incidencia de 1:50.000

y 1:4.000 nacidos, respectivamente (Devriendt et al., 1998; Mainardi et al., 2001).

1.4.2.5 Duplicaciones

Las duplicaciones pueden ser consecuencia de una segregacion anormal en la meiosis de
portadores de translocaciéon o inversion equilibrada, aunque su origen es habitualmente de
novo (Kotzot et al., 2000). Son anomalias cromosémicas raras, con una prevalencia en nacidos
de 0,7 por 10000 (Wallesley et al., 2012).

Se diferencian dos tipos de duplicaciones de acuerdo con la orientacion del fragmento
duplicado: en tandem o desplazada y dentro de cada una de ellas dos subgrupos (directa o
inversa). En ambos tipos se produce un desequilibrio de dosis génica, lo que hace que estos
ordenamientos se incluyan en la categoria de RCEs desequilibrados.

IE e I I» Cromosoma normal
A B C DE FG H

_. Duplicacion en tandem directo

“ﬁ Duplicacion en tandem inverso

DEFFE G H

mw Desplazada directa

A B C DEFG ETFH

_.j.:-:* Desplazada inversa

A B C DEFG FE H

Figura17. Esquema que representa el mecanismo de formacioén de los diferentes

tipos de duplicaciones.

Estos reordenamientos parecen tener menor repercusion clinica que las deleciones y se
estima que su incidencia en la poblacion general es aproximadamente de 1 cada 4000
individuos (Bonaglia et al, 2005). Aunque no existen muchas series analizadas respecto a las
manifestaciones clinicas de la duplicaciones, los casos descritos refieren desde individuos con
fenotipos normales (Unicamente reflejan abortos de repeticion) hasta multiples anomalias

congénitas y retraso psicomotor.
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Mediante técnicas de citogenética molecular se han podido identificar duplicaciones
asociadas a diversas sindromes clinicos bien definidos, como la microduplicacion 3g26.1
(sindrome de Cornelia de Lange; Rizzu and Baldini, 1994) y la microduplicacién 11p15
(sindrome de Beckwith-Wiedemann; Brown et al., 1992). Por ultimo, también se han descrito
microduplicaciones asociadas a sindromes de microdelecion, como sucede en el sindrome
DiGeorge/Velocardiofacial (Ensenauer et al., 2003), donde microduplicaciones de la region
22911.2 presentan algunas caracteristicas fenotipicas semejantes a este sindrome. Estas
observaciones sugieren la existencia de un mismo mecanismo de formacién de deleciones y
duplicaciones. En los ultimos afios las metodologias basadas en array-CGH han permitido
identificar un gran numero de microduplicaciones y microdeleciones. En la Figura 17 se
muestra la representacion esquematica de las regiones cromosdmicas implicadas en
microdeleciones y microduplicaciones, recogidas al menos dos veces en la bibliografia, en una

revision realizada por Weise et al. en 2012.
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Figura18. Representacién esquematica de las duplicacionesy deleciones reportados por Weise et al. en 2012.
Las flechas rojas corresponden a deleciones, las flechas azules a duplicacionesy las azules-rojas a locus con
microduplicaciony microdelecionreciproca.

1.4.2.6 Isocromosomas

Estos cromosomas estan constituidos por dos copias del mismo brazo de un mismo

cromosoma, mostrando uno o dos centromeros. Pueden aparecer de manera adicional a la
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constitucion cromosémica normal o sustituyendo al cromosoma del que se originan. Estudios
moleculares han demostrado que gran parte de los isocromosomas estan formados por brazos
cromosomicos idénticos, no homodlogos, lo cual sugiere un mecanismo de formacion
predominante basado en el intercambio de cromatidas hermanas (Callen et al., 1987; Harbison
et al., 1988; Robinson et al., 1994).

Los mecanismos que dan lugar a estos reordenamientos pueden suceder empiricamente
en todos los cromosomas, aunque solamente para los que afectan a los isocromosomas 5p,
8p, 9p, 12p, 18p, Xq, Yq e Yp se ha encontrado el fenotipo especifico asociado (Brock et
al.,2012; Lin et al., 2005). Se trata de alteraciones con prevalencia poblacional muy baja,

dentro de los cuales el [iso(Xq)] es el que se ha observado con mayor frecuencia.

Isocromosoma
brazop
brazop 7 \ y |7
— N
brazoq _\ ‘ Isoc;?arzgzoma

Figura 19. Esquema que representa el mecanismo de formacion de un isocromosoma para

los brazos p y un isocromosoma para los brazos q.

1.4.2.7 Cromosomas en anillo

Los cromosomas en anillo se forman habitualmente como resultado de una rotura producida en
ambos brazos de un mismo cromosoma, con la consiguiente fusion de sus extremos y pérdida
de los segmentos distales. También se pueden originar mediante fusiones subteloméricas o
fusion telomero-telomero sin pérdida de material, dando lugar a un cromosoma en anillo
completo (Vermeesch et al., 2002; Le Caignec et al., 2004; Sigurdardottir et al., 1999) o con
pérdida de material genético contenido en estas regiones, originando sindromes de
Microdelecion Subtelomérica (Schinzel A, 2001).

Estos reordenamientos se han descrito en todos los cromosomas humanos y se
caracterizan por una elevada inestabilidad mitética que ocasiona diferentes niveles de
mosaicismo (denominado mosaicismo dinamico; Gardner y Sutherland, 1996), los cuales
incluyen células diploides, células diploides con cromosoma en anillo supernumerario (trisomia
parcial) y células donde el cromosoma en anillo ha reemplazado a uno de los cromosomas

homodlogos del cual se origina (resultando haploinsuficiencia para los genes distales de ese
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cromosoma), asi como eventos de disomia uniparental (Zolllino et al., 2009). No existe
correlacion entre el tamafio del anillo y la inestabilidad mitotica, o si se trata de un anillo
completo o con deleciones terminales (Sodre et al., en 2010). Incluso individuos con el mismo
cromosoma en anillo muestran diferentes patrones de mosaicismo postmitético.

De manera general se observa un fenotipo recurrente caracterizado por retraso severo

del crecimiento y malformaciones menores (Cote et al., 1981).
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Figura 20. Esquema de la formaciéon de un cromosoma en anillo y su inestabilidad
después de la replicacion, producida por intercambio de cromatidas o roturas, dando lugar
a diferentes estructuras. A) Dos anillos monocéntricos. B) Dos anillos entrelazados. C) Un

anillo dicéntrico de tamafio doble y D) Un anillo roto o abierto (Sodre et al. (2010).

1.4.2.8 Cromosomas marcadores supernumerarios (sSMC)
Los cromosomas marcadores supernumerarios son estructuras cromosomicas indeterminadas,
que no pueden ser caracterizados con las técnicas de citogenética convencional y cuyo tamaro
es igual o inferior a un cromosoma 20 de la misma metafase. En esta categoria de RCEs
pueden también incluirse otras estructuras como inversiones-duplicaciones (inv-dup), dobles
minutos (Liehr et al., 2004), y en ocasiones cromosomas en anillo, cuando son de pequefio
tamafo. Habitualmente aparecen de forma adicional a los 46 cromosomas normales del
cariotipo y se presentan en forma de mosaicos cromosomicos debido a sucesos de
inestabilidad mitética.

En cuanto a su origen, aproximadamente un 60% de los casos de sSMS son de novo con
una ratio 2:1 en cuanto al origen materno frente al paterno. Pueden originarse a partir de
cualquiera de los cromosomas del complemento, aunque el 70% de los sSMC derivan de los

brazos cortos y de la regién pericéntrica de los cromosomas acrocéntricos (Liehr et al., 2004a;
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2010), siendo el cromosoma 15 el mas frecuentemente implicado, seguido del cromosoma 22
(Crolla et al., 2005).

Los posibles mecanismos de formacion de los sSMC son los siguientes: (1) Si el sSMC
deriva de cromosomas acrocéntricos (es decir, 13, 14, 15, 21 y 22), como derivados de
duplicaciones invertidas (inv dup), un posible mecanismo de origen es mediante intercambios
de tipo U durante la meiosis (Sheth et al., 2009), con formacion de un tetrasomia parcial de los
brazos cortos de estos cromosomas, asociandose a un fenotipo normal; este mecanismo
también puede producirse, aunque de manera menos frecuente, en el caso de cromosomas no
acrocéntricos, dando lugar en este caso a un fenotipo anormal (Murmann et al., 2009). (2) Un
sSMC también se puede formar en conexién con un rescate trisomico, siendo la mayoria
cromosomas dobles minutos (Liehr et al., 2011). (3) Aproximadamente el 50% de sSMCs se
originan como consecuencia de la formacién de un cromosoma en anillo (Baldwin et al., 2008).

La repercusion clinica es variable dependiendo del origen y naturaleza del material
genético implicado, mostrando una frecuencia en nacidos vivos del 0,44 por 1000, mientras
que en individuos con retraso mental se estima en el 2,88 por 1000 (Liehr et al., 2007). El 70%
de los individuos portadores de sSMC son fenotipicamente normales aunque existen casos que
presentan problemas de infertilidad: azoospermia, amenorrea y aborto habitual (Balkan et al.,
2010; Paetzold et al., 2006). El 30% restante pueden presentar diferentes fenotipos clinicos,
incluyendo alteraciones en los patrones de crecimiento y desarrollo, asi como trastornos de
aprendizaje o problemas de salud. Ademas, hay algunos sSMCs que dan lugar a sindromes
concretos, como sucede con el sSSMC derivado del brazo corto del cromosomas 12 que origina
el sindrome de Pallister-Killian (Vermeesch et al., 2005) y el derivado del brazo corto del

cromosoma 22, que da lugar al sindrome de Ojo de gato (Footz et al., 2001).

1.4.2.9 Heteromorfismos y Polimorfismos
Las variaciones de tamafio, morfologia o patron de bandas que no se acompafian de efectos
clinicamente relevantes se denominan “heteromorfismos” (Wyandt et al., 2011), las cuales
presentan frecuencias poblacionales inferiores al 1% e incluso restringidas a una unica familia.
El término “polimorfismo” se encuentra actualmente en desuso debido a que se refiere a
variaciones presentes al menos en el 1% de la poblacion. Dentro de estas variantes se
encuentran los alargamientos de las zonas heterocromaticas de los cromosomas 1, 9, 16 e Y
(Liehr et al., 2006). Las variaciones en la longitud del brazo corto de los cromosomas
acrocéntricos son también consideradas variantes dentro de la normalidad (Kowalczyk et al.,
2007).

Debido al caracter ambiguo de los criterios de identificacion, la ausencia de relevancia
clinica y el riesgo de interpretacion errénea por personas sin suficiente formacion citogenética,

la European Cytogeneticists Association (ECA) recomienda no incluirlos en los informes
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citogenéticos (Hastings et al., 2007). Esta actitud es de facil aplicacion en heteromorfismos
bien descritos, como la inversidon heterocromatica del cromosoma 9. No obstante, cuando se
trata de variantes con caracteristicas infrecuentes se debe internar correlacionar con un

fenotipo normal mediante el estudio de los progenitores (Lloveras et al., 2013).

1.5 Indicaciones para realizar diagnostico prenatal invasivo

Las frecuencias de anomalias cromosomicas detectadas en el ambito del Diagndstico Prenatal
Citogenético muestra un rango muy amplio que oscila entre 0,27-6,7%, debido a la
heterogeneidad de las distintas poblaciones analizadas en las series, junto con los diferentes
periodos de tiempo analizados, la disponibilidad en los distintos grupos de trabajo de
tecnologias para realizar el analisis citogenético y los diferentes criterios de seleccion de
gestantes en riesgo de cromosomopatia utilizados (Méndez-Rosado et al., 2014; Han et al.,
2008; Gaudry et al., 2012; Tseng et al., 2006, Danisman et al., 2013; Mademont-Soler et al.,
2011; Caron et al., 1999; Chang et al., 2012; Zhang et al., 2011; Karaoguz et al., 2006, Balkan
etal., 2010, 2011, Ocak et al., 2014; Nishiyama et al., 2015).

La trisomia 21 es la alteracion numérica mas prevalente (0,66-2,62%) (Chang et al.,
2012; Hang et a.l, 2008; Mademont-Soler et al., 2011; Ocak et al., 2014, Ekin et al., 2014;
Nishiyama et al., 2015), la cual se presenta en el 95% de los casos como trisomia primaria
como consecuencia de no disyuncion durante la meiosis y dependiente de la edad materna.
Los casos originados por translocacion o mosaicismo representan el resto de los casos con
esta alteracion (Cuckle et al., 2005) seguida de la trisomia 18, que muestra tasas entre el 0,21-
0,50% (Karaoguz et al., 2006; Mademont-Soler et al., 2011, Han et al., 2008, Ekin et al., 2014;
Méndez-Rosado et al., 2014; Ocak et al., 2014, Balkan et al., 2010, 2011; Chang et al., 2012).

Aunque presentan una menor frecuencia en los estudios citogenéticos prenatales, el
hallazgo de un RCE de novo supone un reto para el asesoramiento parental, agravado por el
escaso numero de referencias bibliograficas que informen sobre su repercusion clinica. La
prevalencia de RCEs equilibrados de novo se encuentra entre 0.06%-0,56% (Karaoguz et al.,
2006, Giardino et al., 2009; Tseng et al., 2006; Balkan et al., 2010, 2011) mientras que los
desequilibrios estructurales se detectan en menores tasas (0,10%-0,55%) (Karaouguz et al.,
2006; Wu et al., 2013; Yakut et al., 2014, Han et al., 2008; Chang et al., 2012; Mademont-Soler
etal., 2011; Nishiyama et al., 2015; Balkan et al., 2010, 2011; Ekin et al., 2014).

En la actualidad, los criterios de seleccion de las gestantes en riesgo de
cromosomopatia se dividen en dos grandes grupos:
- Factores de riesgo preconcepcionales: este grupo comprende a gestantes con edad

materna = 40 afios, progenitor portador de una anomalia cromosdmica (translocaciones
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equilibradas, translocaciones Robertsonianas, inversiones, cromosomas marcadores), historia
obstétrica con abortos de repeticion e hijo anterior con cromosomopatia de novo.

- Factores de riesgo intragestacionales: sospecha de la existencia de una
cromosomopatia fetal a partir de la aplicaciéon de un programa de cribado prenatal de
alteraciones cromosoémicas fetales (cribado combinado del 1° trimestre y/o marcadores

ecograficos).

1.5.1 Parejas portadoras de reordenamiento cromosomico (PPR)
Como hemos citado anteriormente, los portadores de reordenamientos estructurales presentan
un riesgo incrementado en la segregacion de gametos desequilibrados durante la meiosis,
originados por configuraciones inusuales en el emparejamiento de los cromosomas derivados
de la translocacion y sus homologos normales. Los datos procedentes de estudios prenatales
preimplantacionales sugieren que los cromosomas translocados pueden tener ademas un
impacto negativo sobre la separacion del resto de cromosomas normales del complemento
(Efecto Inter-cromosomico; ICE) que conduciria a un aumento en el riesgo de gestaciones
aneuploides (Gianaroli et al., 2002; Vozdova et al., 2011). Los trabajos mas recientes ponen de
manifiesto que el incremento de embriones aneuploides en parejas portadoras de translocaciéon
reciproca no es significativo frente a los grupos control, mientras que en portadores de
inversion los datos no son concluyentes. Las Translocaciones Robertsonianas son el unico tipo
de reordenamiento en el que se identificaron claramente ICEs, revelando un aumento
altamente significativo para aneuploidias en las etapas de division embrionaria (no
detectandose en los gametos ni en el estadio de blastocisto), lo que demuestra una fuerte
evidencia del impacto de la reorganizacién durante las mitosis postcigoticas (Alfarawati et al.,
2012).

Respecto a los padres portadores de aneuploidia, la frecuencia poblacional de mujeres
con cariotipo 47, XXX es muy baja, aunque durante la meiosis pueden generar gametos
desequilibrados para los cromosomas sexuales, por lo cual esta indicado realizar estudio

citogenético en estos casos, siendo este hallazgo similar para los varones 47 ,XYY.

1.5.2 Gestantes con historia de abortos (HA)

Conocer si un aborto espontaneo ha sido causado por una cromosomopatia evita el empleo de
pruebas y procedimientos adicionales para encontrar otras causas responsables de las
pérdidas gestacionales, ademas de permitir la evaluacidon y el asesoramiento genético a los
padres y establecer un pronéstico para futuros embarazos.

La pérdida recurrente de gestaciones se define como “dos o0 mas abortos anteriores a la 20?2
semana gestacional o la pérdida de dos o mas fetos de manera consecutiva de menos de 500

gramos de peso” (Rai et al., 2006). Aproximadamente el 15% de los embarazos clinicamente
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reconocidos terminan en abortos espontaneos (Kuo et al., 2004). Respecto a la etiologia de
estos sucesos, las causas son multifactoriales, incluyendo factores ambientales, genéticos,
anatomicos, endocrinos, inmunolégicos y enfermedades trombofilicas e infecciosas (Hogge et
al., 2003). El 50% de los abortos del primer trimestre se deben a una causa cromosémica,
fundamentalmente trisomias (52% de los casos), siendo las mas frecuentes la trisomia 16
(31%), trisomias 22 y 21 (10%) y trisomia 15 (7%); la prevalencia de poliploidias es del 22%,
seguido de las monosomias (18%).El resto de anomalias cromosémicas corresponden a
alteraciones estructurales y mosaicismos (7%) (Foresta C, 2002).

Los individuos portadores de translocaciones equilibradas se identifican mayoritariamente
a partir de los estudios citogenéticos realizados en descendencia afecta de malformaciones
congénitas o en parejas con pérdidas fetales recurrentes. La prevalencia de portadores
equilibrados en parejas con abortos de repeticion se encuentra entre el 4-6%, ya sean
reciprocas (2/3 de los casos) o Robertsonianas (1/3) (Hirshfeld-Cytron et al., 2011; Sugiura-
Ogasawara et al., 2008; Franssen et al., 2006). Estudios realizados sobre 278 parejas
portadoras de translocacién con pérdidas recurrentes, demuestran que su principal riesgo para
gestaciones posteriores es un nuevo aborto involuntario, mientras que la posibilidad de
descendencia desequilibrada viable es casi inapreciable (0,4%) (Franssen et al., 2008).

Los cromosomas 6, 7 y 22 son los que aparecen con mayor frecuencia implicados en las
translocaciones reciprocas encontradas en parejas con abortos de repeticion. En las
translocaciones Robertsonianas, el cromosoma 14 esta implicado en el 75% de los casos y el
13 en el 67,5% (Campana et al., 1986.)

1.5.3 Hijo anterior con cromosomopatia de novo (HCN)

El riesgo de recurrencia para trisomia 21 es una constante determinada por la edad de la
madre en el primer embarazo afecto, siendo este riesgo mayor cuando la gestacion trisémica
previa se ha producido con una edad inferior a los 35 afos (Morris et al., 2005). Los datos
publicados por De Souza et al., 2009, sobre una serie de 6000 gestantes con embarazos
anteriores afectos de trisomia 13, 18 0 21, establecen los riesgos de recurrencia para la misma

o diferente trisomia, en funcién de la edad materma cuando se produjo el primer evento

trisomico.
Edad materna en la gestacion Riesgo relativo misma Riesgo relativo diferente
previa trisomia (95% IC) trisomia(95% IC)
< 35afnos 3,5 1,3
2 35 afos 1,7 1,5

Tabla 1. Riesgos de recurrencia para trisomias en funcion de la edad materna en la gestacion

trisémica previa (De Souzaet al., 2009).
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La recurrencia de una alteracion estructural de novo puede deberse a tres razones
principales: (A) Recurrencia al azar, (B) Mosaicismo gonadal, definido como una linea celular
restringida a las gonadas que abarca mas de 1% de las células y no esta presente en otros
tejidos y (C) Mosaicismo de bajo grado somatico-gonadal en uno de los padres (Ré6thlisberger
et al., 2007). Unicamente se han descrito en la bibliografia 29 casos de recurrencia para estas
alteraciones, lo que resulta un niumero muy bajo teniendo en cuenta el riesgo empirico, el cual
se estima en 0,02-0,05% (Réthlisberger et al., 2007; Gardner and Sutherland, 2004), por lo que
el riesgo real posiblemente sea mas bajo. A pesar de estos datos, se debe realizar un Consejo
genético a la pareja transmitiendo esta informacion y si lo requieren, proceder a una prueba
invasiva para mitigar las posibles implicaciones psicologicas en el embarazo en curso.

De manera general, el riesgo de recurrencia de cromosomopatias en estas gestantes se
establece en 1% (Caron et al., 1999; Warburton et al., 2004).

1.5.4 Ansiedad materna (AM)
Historicamente se ha contemplado esta indicacion para realizar diagnostico invasivo en
mujeres que manifiestan un elevado strees psicolégico frente a la gestacion, con efectos

negativos tanto para la gestante como para su entorno familiar.

1.5.5 Edad materna avanzada (EMA)

La asociacion entre edad materna y trisomia fue establecida por Penrose LS. en 1933,
basandose en las observaciones sobre individuos con rasgos mongolicos. El primer método de
cribado para la deteccion de trisomia 21, introducido a principios de los afios 70, se basaba en
su asociacién con la edad materna avanzada, segun los resultados de estudios realizados
sobre la prevalencia del Sindrome de Down en recién nacidos y la edad de la madre en el
momento de la concepcion (Hook and Chambers, 1977, Warburton and Miller, 1972). Asi el
riesgo para mujeres con edad entre 25-29 afios se estimaba en 1/1.200, entre 30 y 34 afos
1/800, mientras que entre 35 y 39 anos ascendia a 1/290 y para edades superiores a 40 afios
el riesgo estimado era de 1/100. La amniocentesis fue ofertada inicialmente Unicamente a
gestantes con edad = 40 afios, momento en el cual se equilibraba el coste-beneficio de la
prueba. De forma gradual, a medida que la practica de la prueba invasiva se extendid y
aparentaba ser “segura”, el grupo de “alto riesgo” fue redefinido e incluyd mujeres de un
minimo de 35 afos de edad. Este grupo constituia el 5% de la poblacion embarazada e incluia
el 30% del numero total de los fetos con trisomia 21. Revisiones posteriores demostraron una
baja sensibilidad de la edad materna como método de seleccién ademas de una tasa de falsos
positivos muy elevada (Ferguson-Smith MA, 1976). Analisis demograficos posteriores han
mostrado que las mujeres han retrasado el momento de sus embarazos, lo que ha supuesto

que el numero de gestaciones con edad materna avanzada se haya triplicado en los ultimos 30

38



Introduccion

anos, alcanzando el 15% de la poblacién general y representando el 50% de los fetos afectos
con trisomia 21. Este incremento ha producido una creciente demanda de asesoramiento
genético prenatal para predecir el riesgo de anomalias cromosomicas (Bornstein et al., 2009;
Resta et al., 2005). Estudios mas recientes corroboran el aumento significativo de las tasas de
aneuploidias con el aumento de la edad materna, de manera que cada afo adicional en la
edad de la madre incrementa el riesgo de aneuploidias 1,16 veces (Park et al., 2010).

Ademas de la edad materna, para establecer el riesgo de aneuploidia, se debe
considerar la edad gestacional a la cual se realiza la valoracion del riesgo, dado que la
probabilidad de gestaciones con trisomia 21, 18 y 13 disminuye con la edad gestacionalcomo
consecuencia de la elevada letalidad intrautero que presentan estos fetos cuando se comparan
con gestaciones euploides. Asi, la tasa de muerte fetal entre las 122 semana gestacional y el
parto es aproximadamente del 30% para la trisomia 21 y del 80% para las trisomias 18 y 13.
En contraste, la tasa de muerte fetal en fetos euploides se estima en 1-2%. La prevalencia del
sindrome de Turner también disminuye durante la gestacion, siendo de 1 en 1500 a las 122
semana y 1 en 4000 a las 402 semana. El resto de anomalias cromosémicas sexuales (47,
XXX, 47, XXY y 47, XYY) no presenta un cambio significativo a lo largo de la gestacion
(Halliday et al., 1995; Snijders et al. 1994, 1995, 1999, Morris et al., 1999). Respecto a las
alteraciones estructurales de novo, estas anomalias se consideran hallazgos ocasionales que
no muestran asociacion significativa con la edad materna (Ferguson-Smith et al., 1984;
Forobosco et al., 2009).

De cualquier modo, aunque la edad materna como unico criterio para la seleccion de
embarazadas en riesgo de cromosomopatia se considera obsoleto, en base a las
recomendaciones del American College of Obstetricians and Gynecologists, 2007 ("no se debe
utilizar la edad materna =35 afios como umbral para ofrecer una prueba prenatal invasiva”), en
Europa se contemplan tramos de edad mas elevados para recomendar amniocentesis
genética, asi en Francia se establece el punto de corte en edad =38 afos (Dupont et al., 2007),
mientras que en los Paises Bajos se recomienda realizar el estudio a partir de los 36 afios
(Lichtenbelt et al., 2011). La Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO)
recomienda realizar prueba invasiva en gestantes con edad = 40 afios, ya que en ese momento
se equilibra la relacion coste-beneficio de la prueba (1% de riesgo de pérdida fetal).

Respecto a la edad paterna, varios estudios han demostrado los efectos de su
incremento en la incidencia de aberraciones cromosodmicas (Hook and Regal, 1984), aunque
los mecanismos moleculares son aun poco conocidos. Mcintosh et al., 1995 ya encontraron
que el riesgo de aneuploidia puede aumentar al doble cuando se comparan grupos con edad
mayor de 50 afios con grupos controles con edades comprendidas entre los 25-29 afios.
Ademas, Griffin et al., 1996 describen que la incidencia de espermatozoides con disomia 18

aumenta significativamente a partir de los 50 afios
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En cualquier caso, la decision final de realizar o no un estudio invasivo debe residir en la
gestante. En el momento actual, el criterio de seleccién por edad materna avanzada no se

considera un marcador sensible para la seleccion de gestantes con riesgo de cromosomopatia.

1.5.6 Marcadores bioquimicos en suero materno

Como hemos reflejado anteriormente, la deteccion del 50% de las posibles gestaciones con
sindrome de Down en gestantes mayores de 35 afios en base a la edad materna, deja una
fraccion significativa sin identificar dado que su sensibilidad se estima en un 30%, ademas de
aquellos casos que se producen en mujeres con edades inferiores a este punto de corte.

La busqueda de otros factores que ayuden a optimizar el calculo del riesgo en todas las
gestantes ha sido un objetivo implementado en el Diagndstico prenatal citogenético desde hace
varias décadas. Estas investigaciones se basaron en los hallazgos de Brosk and Sutcliffe en
1972, que describian niveles elevados de alfaproteina (AFP) en el liquido amniético de

gestaciones con fetos que mostraban defectos de cierre del tubo neural.

1.5.6.1 Marcadores bioquimicos del segundo trimestre

Los hallazgos descritos anteriormente permitieron la introduccion, durante los afios 80, de
nuevos métodos de tamizaje que consideraban no solo la edad de la madre, sino también la
concentracion de varios productos fetoplacentarios en la circulacién materna para la deteccion
de aneuploidias fetales, fundamentalmente trisomia 21. Merkatz et al., 1984 describieron una
asociacion de esta alteracion con niveles de AFP materna inferiores a los encontrados en los
controles, permitiendo un incremento del 20% en la identificacion de estas patologias en
gestantes menores de 35 afos.

Una vez conocido que determinados compuestos presentes en el suero materno podian

proporcionar informacion sobre el riesgo para sindrome de Down, la busqueda se dirigio a la
identificacion de nuevas moléculas que pudieran optimizar el cribado de cromosomopatias.
Canick et al., 1988 demostraron la asociacion significativa de niveles bajos de estriol no
conjugado (UE3) con gestaciones afectas de trisomia 21. Posteriormente Macri et al., 1990
establecieron que la combinacién de AFP y la fraccion libre B-hCG, junto con la edad materna,
alcanzan una tasa de deteccion del 80% para trisomia 21. Otro marcador que incrementé la
tasa de deteccion fue la Inhibina A (Cuckle et al., 1996).
La implementacion de estos test mejoraba sustancialmente la identificacion de fetos con
trisomia 21 cuando se comparaban con el screening por edad materna, pasando del 30% al
60-65% con la combinacion de edad materna-AFP sérica-BhCG libre (doble test). El triple test
incorporo el analisis de concentracion de uE3, alcanzando una tasa de deteccién del 65-70% y
hasta el 70-75% con la incorporacién de inhibina A (cuadruple test) (Cuckle et al.,2005; Wald et
al., 2003; Benn et al., 2011).
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1.5.6.2 Marcadores bioquimicos del primer trimestre

El interés de anticipar los resultados citogenéticos al primer trimestre de gestacién dio lugar a
ensayos con marcadores bioquimicos durante las doce primeras semanas de gestacion.
Brambati. et al. describieron en 1993 la asociacion de niveles bajos en suero materno de la
proteina plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A) con anomalias cromosémicas, de manera
que era posible detectar el 60% de los casos con trisomia 21, con una tasa de falsos positivos
del 5%. Ademas Spencer et al., 1992 detectaron niveles elevados de B-hCG libre en el suero
materno de gestaciones con trisomia 21.

Se han testado diferentes combinaciones de marcadores bioquimicos para estimar el
rendimiento en la deteccion de aneuploidias. Wald et al., 1996 concluyeron que el rendimiento
de la estimacion del riesgo, utilizando la edad materna y la fraccion libre de B-hCG junto con la
PAPP-A a las 102 semana de embarazo, era superior que el doble test (AFP y hCG con la edad
materna) y similar a la prueba de triple test (AFP, uE3 y hCG con la edad materna) entre 152-
222 semana gestacional.

Este método de cribado se debe complementar con otros datos tales como el origen
racial, peso, tabaquismo y método de concepcion (factores que modifican las concentraciones
de los marcadores bioquimicos), junto a los reactivos y equipos utilizados, para la definicion de
los multiplos de la mediana (MoMs) antes de comparar las gestaciones afectadas con las no
afectadas (Kagan et al., 2008). En las gestaciones de fetos con trisomia 21, la concentracion
en suero materno de BhCG es dos veces mas elevada (2.0 MoM) que en fetos euploides (1.0
MoM), mientras que la concentracién sérica materna de PAPP-A se reduce a la mitad (0.5
MoM). En las gestaciones de fetos con trisomia 18 o 13, las concentraciones séricas de BhCG
libre y PAPP-A muestran una ligera disminucion frente a gestaciones euploides. Las gestantes
con triploidia digénica presentan valores séricos de BhCG libre y PAPP-A significativamente

disminuidos cuando se comparan con fetos euploides (Tul et al., 1999; Spencer et al., 2000).

1.5.7 Cribado combinado del primer trimestre (CC1)

Las referencias respecto a las variaciones de las concentraciones de PAPP-A y fraccion libre
de B-hCG en suero materno, junto con los resultados de Nicolaides et al, 1992 que identifican
un aumento del grosor de la translucencia nucal (TN) en fetos con trisomia 21 (posteriormente
describiremos este marcador ecografico), condujo a una nueva perspectiva en la estimacion
del riesgo de aneuploidias.

La combinacién de estos marcadores bioquimicos con la medida de la translucencia
nucal y la edad materna, mediante el desarrollo de algoritmos matematicos basados en
funciones de distribucion de Gauss de los diversos marcadores, ha llevado a la deteccion del
90% de los casos de sindrome de Down, con una tasa de falsos positivos del 5% (Spencer et

al., 1999). Este método se denomina “Cribado combinado del primer trimestre” y fue
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implementado en el Reino Unido en el afio 2000 como el método mas eficaz para
asesoramiento del riesgo. El algoritmo clasifica a las gestantes en “alto riesgo” y “bajo riesgo”
en funcién de la cifra obtenida; asi, cuando el riesgo es menor de 1/270 se ofrece la posibilidad
de realizar prueba invasiva (Spencer et al., 2000).

En los ultimos afios se han establecido, de manera consensuada, los criterios para
realizar este test combinado. Se considera que el calculo de las concentraciones de los
marcadores bioquimicos se deben realizar entre la 92-10® semana gestacional, ya que la
diferencia de concentracion de PAPP-A entre embarazos trisémicos y euploides es mayor en
edades gestacionales tempranas, a pesar de que la diferencia de BhCG libre entre fetos
aneuploides y fetos euploides aumenta con la edad gestacional, pero la diferencia proporcional
es menor que en la PAPP-A (Kagan et al., 2008; Wright et al., 2010). La medicion del grosor de
la translucencia nucal se debe realizar a la 122 semana gestacional, obteniendo bajo estos
criterios un aumento en la tasa de deteccion hasta del 90-94% (Borrell et al., 2004, Kagan et
al., 2008; Wright et al., 2010).

Existen diversas covariables que influyen en la especificidad y sensibilidad de los
marcadores bioquimicos del primer trimestre como son el peso materno, consumo de tabaco,
raza y embarazo gemelar. Sin embargo, el género del feto, que la madre sea
insulinodependiente o la necesidad de aplicar técnicas de reproduccion asistida en el
embarazo suponen una menor influencia en el rendimiento del test (Tislaric-Medenjak et al.,
2010). También se han propuesto correcciones para los valores del riesgo considerando la
longitud craneocaudal (CRL). Estas covariables estan incluidas en un algoritmo definido por
Kagan et al. en 2007.

Si al Cribado Combinado del primer trimestre se incorporan otros marcadores
ecograficos, la tasa de deteccion aumenta hasta el 96%, disminuyendo la tasa de falsos
positivos al 2.5%. (Kagan et al., 2009a; Kagan et al., 2009b; Maiz et al., 2009).

1.6 Marcadores ecograficos (ME)

El concepto de marcador ecografico se define como “un hallazgo en estudio con ultrasonidos
que representa una variante anatdmica de la normalidad, que a pesar de no ser
necesariamente una malformacién estructural, esta asociado a un mayor riesgo de
cromosomopatia”.

La cantidad de marcadores ecograficos descritos no ha hecho sino crecer
incesantemente en los ultimos 20 afos (Lockwood et al., 1987; Benacerraf et al., 1989, 1991;
Bromley et al., 2002; Fitz-Simmons et al., 1989; Benacerraf et al., 1991; Nyberg et al., 1998;
Bromley et al., 1993; Shipp et al., 2001; Cicero et al., 2001; Cicero et al., 2003; Farkas et al.,
2001; Monteagudo et al., 2003; Borenstein et al., 2007; Sonek et al., 2007a; Sonek et al.,
2007b; Hoffman et al., 1995; Wren et al., 2000; Lindsey et al, 2014; Garrod et al., 1984; Esen et

42



Introduccion

al., 1957; Rowe et al., 1961; Calderén et al., 2003; Robbins et al., 2007; Hyett et al., 1996;
Roberts and Genest, 1992; Wolman et al., 2000; Perfumo et al., 2001, Bromley et al., 1995;
Nyber et al., 2001; Dildy et al., 1996; Merati et al., 1996; Chaoui et al., 2008; Chaoui et al,
2005a; Zalel et al., 2008; Yagel et al., 2008; Borenstein et al., 2008; Rembouskos et al., 2012,
Huggon et al., 2003; Faiola et al., 2005; Falcon et al.,2006; Kagan et al., 2009; Nicolaides et al.,
2004; Nicolaides et al., 2004a, Maiz et al., 2009; Murta et al., 2002; Prefumo et al., 2005), y
quiza su descripcion pormenorizada no es el objeto de este trabajo. Todos los érganos y
sistemas de la anatomia fetal y de los anejos ovulares pueden tener variaciones que aumenten
el riesgo de que el feto sea portador de una anomalia cromosémica. La expresividad ecografica
de estas variaciones o marcadores es variable, existiendo algunos que son mas especificos de
etapas tempranas de la gestacion y otros, que por el contario, son visibles mas tardiamente. No
obstante, con la creciente capacidad de los ultrasonidos para detectar anomalias morfolégicas,
algunos marcadores que se consideraban hace unos afios como exclusivos de la segunda
mitad de la gestacion, particularmente las malformaciones estructurales, hoy en dia son
detectables en el primer trimestre. Esto, en cierto modo, impide categorizar de forma taxativa a
muchos marcadores ecograficos como exclusivos de un determinado momento de la gestacion.
Del mismo modo, y aun siendo cierto que existe una cierta correlacion entre algunos
marcadores ecograficos y determinadas anomalias cromosdmicas (por ejemplo, canal auriculo-
ventricular completo y trisomia 21), en general los marcadores ecograficos carecen de una
vinculacion fija con una determinada anomalia cromosdmica y por ello la visualizacién de
aquellos obliga siempre a un estudio completo del cariotipo.

En nuestra opinion, el unico marcador que consideramos es merecedor de una
descripcion mas detallada, dada la revolucidon que supuso en el diagnéstico prenatal de las

cromosomopatias su introduccién en la clinica, es la translucencia nucal.

1.6.1 Translucencia nucal

Las observaciones realizadas por Langdon Down en 1866, sobre individuos con retraso mental,
determinaron la primera descripcion fenotipica del sindrome que lleva su nombre. Este autor
reflejo estos hallazgos con la siguiente descripcion: “La piel de estos individuos tiene un ligero
tinte amarillento sucio, y es deficiente en la elasticidad, dando la apariencia de ser demasiado
grande para el cuerpo, anormal coordinacion neuromuscular, dificultades en el lenguaje oral,
cara plana y ancha y mejillas redondeadas. Los ojos se colocan oblicuamente y los cantos
internos son anormalmente distantes. La hendidura palpebral es muy estrecha y la frente esta
arrugada transversalmente. Los labios son grandes y gruesos con fisuras transversales. La
lengua es larga y gruesa, y es muy aspera. La nariz es pequeria”. Estos rasgos constituyeron,
un siglo después, la base para el desarrollo de diferentes marcadores ecograficos, dentro de

los cuales se encuentra el pliegue nucal. Benacerraf et al. describieron la asociacion entre un
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engrosamiento de la zona nucal fetal (pliegue nucal) y la trisomia 21 en el segundo trimestre
gestacional, reportando que el 40-50% de los fetos con esta cromosomopatia muestran
medidas del pliegue iguales o superiores a 6mm, con una tasa de falsos positivos del 0,1%
(Benacerraf et al., 1985; 1987; 1992).

La anticipacion al primer trimestre gestacional de la medicién de este marcador permite
una anticipacion en la estimacién del riesgo cromosomico y en su caso, la realizacion precoz
del IVE. Nicolaides et al., 1992 evaluaron el pliegue nucal en esta etapa de la gestacion
midiendo el grosor de los tejidos blandos nucales e introdujeron el término “Translucencia
nucal” (TN) como la medicion de un espacio sonoluscente o econegativo situado en la zona
posterior de la nuca del feto, concluyendo que este exceso de liquido podia ser la
consecuencia de la excesiva acumulacién subcutédnea de fluidos en la nuca fetal. Estos
resultados y estudios posteriores realizados durante los siguientes 20 afios, han permitido
establecer que la medicion del grosor de la TN proporciona una detecciéon temprana y efectiva
de las aneuploidias mas graves (Snijders et al., 1998; Wald et al., 2003; Nicolaides et al., 2004;
Malone at al, 2005). El aumento de TN se refiere a una medicién por encima del percentil 95 y
el término se utiliza con independencia de si la coleccién de fluido esta o no septada y de si es

confinada al cuello o envuelve a la totalidad al feto.

Figura 21. A) Feto de primer
trimestre gestacional que muestra un
acumulo de fluido subcutaneo en la
parte posterior del cuello. B) Medida
de la translucencia nucal en un feto a

la 122 semana de gestacion.

Después de la 142 semana gestacional, este acumulo de fluido generalmente se resuelve,
aunque en algunos casos evoluciona hacia engrosamiento nucal o higroma quistico (Athena
and Souka, 2005). El momento éptimo para la medicion gestacional de la TN oscila entre la 112
y 13+6 semana gestacional; si la medida de la TN es de 3.4 mm, la incidencia de
cromosomopatias se estima en 10,00%, mientras que tamafos entre 3,5-4,4 mm aumentan
esta tasa hasta el 24,51% (Ayrés et al., 2013).

El aumento del grosor de la translucencia nucal constituye también un importante
marcador para la deteccion de cardiopatias, displasias esqueléticas y otros sindromes
genéticos. Entre los posibles mecanismos de incremento de la TN se incluyen fallo cardiaco,
congestion venosa de cabeza y cuello debido a compresion mediastinica, alteracién de la

composicion de la matriz extracelular, retraso o anomalia en el desarrollo del sistema linfatico,
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fallo en el drenaje linfatico secundario, anemia fetal o infeccion congénita (Hyett et al., 1996;
Souka et al., 1998; Souka et al., 2005).

En fetos cromosdmicamente normales, la prevalencia de muerte fetal aumenta
exponencialmente con el grosor de la TN. Los analisis realizados en cohortes extensas de fetos
con cariotipo normal y TN aumentada, informan de una prevalencia de aborto involuntario o
muerte fetal entre 1,3-3% en aquellos con tamafios de TN entre los percentiles 95 y 99, (Souka
et al., 1998, 2001; Michailidis et al., 2001) a aproximadamente 12,3-20% para medidas deTN
iguales o superiores a 6,5 mm (Michailidis et al., 2001; Souka et al., 1998, 2001). La presencia
de TN aumentada durante el primer trimestre de gestacién también se asocia con sindromes
genéticos, siendo los mas prevalentes la hiperplasia adrenal, sindrome de DiGeorge, sindrome

nefritico y sindrome de Noonan (Athena et al., 2005).

En la Tabla 2 se resumen las tasas de deteccién para Sindrome de Down en funcion de
los diferentes test bioquimicos disponibles, tanto de forma combinada con la edad materna
como con diferentes marcadores ecograficos. Estos datos muestran que la combinacion del
cribado combinado del primer trimestre, evaluado conjuntamente con otros marcadores,
proporciona una tasa de deteccion del 93-96% con un indice de falsos positivos del 2,5%.
(Nicolaides et al., 2011).

Método de screening Rango d(i/(:;eteccion (Tof/:ol;
Edad materna 30 5
Primer Trimestre
Edad materna + Translucencia nucal (TN) 75-80 5
Edad materna +3-hCG libre+ PAPP-A 60-70 5
Edad materna + TN +3-hCG libre + PAPP-A (Test combinado) 85-95 5
Test combinado + Hueso nasal o RT o DV 93-96 25
Segundo Trimestre
Edad materna + AFP + B-hCG libre (Doble test) 60-65 5
Edad materna + AFP + 3-hCG libre +uE3 (Triple test) 65-70 5
Edad materna + AFP + B-hCG libre +uE3 + Inhibina A (Cuadruple test) 70-75 5
Edad materna + TN +PAPP-A (11-13 sg)+ Cuadruple test 90-94 5

Tabla 2. Rendimiento de los diferentes métodos para el cribado de la trisomia 21.

El cribado prenatal para la deteccion de trisomia 21 y 18, es un proceso dinamico con
una constante busqueda de nuevas combinaciones de marcadores que mejoren la sensibilidad
de los test de cribado y/o disminuyan la tasa de falsos positivos. Asi, un estudio a gran escala
publicado en 2014 establece una disminucién en la tasa de falsos positivos (2%) cuando se

excluye la edad materna del algoritmo para el cribado (Engels et al., 2014), mientras que Abele
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et al., 2015 refieren una sensibilidad semejante a la reportada por Nicolaides et al., 2011 con
tasa de falsos positivos del 4%, utilizando como criterio de seleccién la combinacion de edad

materna junto a la incorporacion de un mayor numero de marcadores ecograficos.
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2.- OBJETIVOS

1. Describir la evolucion y tendencias en los criterios establecidos para seleccion de

gestantes en riesgo de cromosomopatia fetal durante un periodo de 25 afios.

2. Analizar la incidencia de las diferentes categorias de alteraciones cromosdmicas en cada

uno de los criterios para realizar amniocentesis.

3. Establecer el Valor Predictivo Positivo para la deteccion de cromosomopatias de las

distintas indicaciones incluidas en los protocolos de Diagndstico Prenatal.
4. Determinar las frecuencias de Alteraciones numéricas y Reordenamientos cromosémicos

estructurales en gestantes en las que la Unica indicacion para el estudio del cariotipo fetal

era la edad materna avanzada.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo 1989-2013 se realizaron 11.942 cariotipos procedentes de cultivos de
liquido amnidtico obtenidos mediante amniocentesis. El 95% de las muestras fueron remitidas
al Servicio de Genética del Hospital Universitario 12 de Octubre desde el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia del mismo centro, mientras que el 5% restante fueron remitidas

desde de otros hospitales.

Criterios de inclusion

Los criterios para realizar amniocentesis se recogen en la tabla 3, junto a las abreviaturas que

hemos utilizado en el trabajo para su descripcion.

Indicacion
Edad maternaavanzada (2 35 afios) EMA
Marcador y/o malformacion ecografica ME
Cribado combinado1° trimestre CC1
Ansiedad materna AM
Hijo anterior con cromosomopatia de novo HCN
Malformacion congénita previa MCP
Screeningbioquimico del 2° trimestre en suero materno SB
Pareja portadorareordenamiento cromosomico PPR
Gestante con historia de abortos HA

Tabla 3. Se representan los 9 criterios considerados en este trabajo para la

seleccion de gestantes en riesgo de cromosomopatia fetal.

Criterios de exclusion

Gestantes con indicacion fuera de los criterios descritos anteriormente para realizar
Diagnéstico Prenatal Citogenético (DPC), tales como estudio enfermedades monogénicas y
confirmacioén de resultados obtenidos mediante biopsia corial.

No se han incluido en el analisis aquellas amniocentesis en las cuales no se obtuvo
resultado citogenético, evaluando por tanto en este trabajo un total de 11523 cariotipos fetales.
Ademas se han realizado 328 cariotipos en sangre periférica de los padres para completar el

estudio prenatal en los casos requeridos.

Criterios éticos y legales

Las gestantes candidatas a prueba invasiva, tanto para realizar amniocentesis como biopsia
corial, fueron informadas en la Consulta de Genética de las caracteristicas del estudio y de los
riesgos asociados de forma previa a la obtencion de la muestra, de manera que la pareja

optara por uno de los dos métodos invasivos de manera informada. Ademas se recogieron los
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datos demograficos y clinicos, asi como el arbol genealégico familiar de tres generaciones,
incluida la gestacién a estudio. Se revisaron las bases de datos existentes, completando en su
caso los datos necesarios y las historias clinicas de aquellas gestantes no incluidas en los
registros digitalizados.

Se solicito a todas las gestantes o a sus padres/tutores consentimiento informado escrito
para la toma de muestra de liquido amnidtico tal y como requiere la Ley Basica que regula la
Autonomia de Paciente y de Derechos y Obligaciones en materia de informacion y

documentacion clinica (Ley 41/2002, de 14 de noviembre).

Dado que el periodo de estudio es muy amplio, hemos incluido un cronograma en el que
se representa la etapa de incorporacion de las diferentes metodologias utilizadas para realizar

los estudios citogenéticos prenatales.

Metodologias 1985 1988 1990 1993 2002 2003 2009 2013

Cariotipo en sangre periférica (GBG, CBG)
Cariotipo en liquido amniético

Cariotipo en sangrefetal

FISH

I-FISH diagnéstico rapido de aneuploidias

Cariotipo en vellosidad corial

QF-PCR diagnosticorapido de aneuploidias

Array-CGH

Tabla 4. Cronograma que muestra la incorporaciéna la practica citogenética de las diferentes metodologias
utilizadas.

Las anomalias cromosomicas estructurales (RCEs) se han clasificado en equilibradas y
desequilibradas en base al analisis con técnicas de citogenética convencional.

Hemos considerado RCEs con posible repercusion fenotipica a aquellos con
desequilibrio de dosis, los cuales incluyen deleciones, duplicaciones, derivados de
translocacion, isocromosomas, cromosomas marcadores y cromosomas en anillo, ademas de
los reordenamientos cuyo origen ha sido de novo.

En la categoria “Inversion” no se han incluido las variantes heterocromaticas
pericentroméricas correspondientes a los cromosomas 1, 9 y 16 junto a las variaciones de la
region Yq12, asi como los alargamientos de los brazos p de los cromosomas acrocéntricos,

identificados ambos como un heteromorfismo sin repercusion clinica.
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3.1- Recogida de las muestras

3.1.1 Liquido amniético

La obtencion de liquido amnidtico se ha realizado de manera ambulatoria en la Seccion de
Medicina Fetal (Servicio de Ginecologia y Obstetricia) por profesionales entrenados para la
realizacién de técnicas invasivas.

La amniocentesis comienza por una exploracion ecografica para valorar la viabilidad del
feto, su biometria, la localizacion placentaria y las lagunas mayores de liquido amnidtico (LA)
mas accesibles. Tras decidir la trayectoria que ha de llevar la aguja se desinfecta la zona
elegida del abdomen y se procede a la puncién. Se realiza con una aguja del calibre 20 6 22 G
bajo control ecografico continuo. Cuanto mas precoz es la amniocentesis mayor es la
posibilidad de tener que atravesar el espacio celdmico y las membranas del corion y amnios no
fusionadas, lo cual dificulta la llegada a la cavidad amnidtica; la punta de la aguja rechaza el
amnios sin perforarle. Una vez introducida la aguja en la cavidad amnidtica se adapta una
jeringa a la aguja y se extrae el LA en cantidad aproximadamente de 1 cc por semana de
gestacion (entre el 10%-15% del volumen total de LA). No esta demostrado que desechar el
primer mililitro de LA reduzca la tasa de contaminaciones maternas de la muestra, pero si
existe relacion entre esta complicacion y la experiencia del operador (Welch et al., 2006). La
tasa de éxito en la obtencion de la muestra se aproxima al 100% cuando se realiza por manos
experimentadas
El volumen de LA obtenido (aproximadamente 15 ml) se recoge en tubo con fondo coénico y
faldén, el cual es etiquetado e identificado incluyendo nombre de la gestante y numero de
Historia clinica. Las muestras son enviadas mediante circuito establecido al Servicio de
Genética para ser registradas y procesadas. El transporte debe realizarse protegido de la luz 'y
a temperatura ambiente, nunca en nevera, ya que temperaturas extremas perjudican
seriamente la viabilidad del cultivo.

A partir del volumen inicial se realizan 3 alicuotas: una de ellas destinada a realizar diagnéstico
rapido de aneuploidias y las 2 restantes para establecer dos cultivos primarios. Este proceso

se realiza bajo condiciones estériles (campana de flujo y material estéril desechable).

3.1.2 Sangre periférica

Las muestras de sangre periférica se obtienen por venopuncion habitualmente en la region
cubital del brazo, requiriéndose un volumen aproximado de 5 ml, los cuales son recogidos en
tubos comercializados que contienen heparina de litio al 1% (la heparina ejerce su accion
anticoagulante impidiendo asi la activacion de los mecanismos de coagulacion). Para su
optimizacion la siembra se debe realizar durante las 2 horas siguientes a la extraccion. Esta

muestra se puede conservar a 4°C durante 48 h.
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3.2 Técnicas de cultivo celular

Los estudios citogenéticos convencionales junto con algunas técnicas de FISH, requieren la
presencia de células en division. Unicamente durante esta etapa del ciclo celular y
especificamente en metafase, los cromosomas pueden ser identificados individualmente al
microscopio. Los cromosomas metafasicos se pueden obtener in vivo, a partir de muestras que
presentan un alto indice mitético (vellosidad corial, médula 6sea y tumores sélidos, entro otros)
o in vitro induciendo la division celular mediante agentes quimicos (linfocitos de sangre
periférica, biopsias de tejido y células de liquido amnidtico) mediante el establecimiento de
cultivos celulares. Este procedimiento se lleva a cabo en condiciones estériles con el objetivo

de prevenir posibles contaminaciones que pudiesen afectar la viabilidad celular.

3.2.1 Cultivo de sangre periférica

3.2.1.1 Cultivo estandar

Anadir 0,6 ml de sangre completa en un tubo conico que contiene 5 ml de medio de cultivo
HAM-F10 (Gibco Invitrogen). El medio de cultivo se suplementa con: 20% Suero Bovino Fetal
(Gibco Invitrogen), 2% L-Glutamina (Gibco Invitrogen), 2% Penicilina/Estreptomicina (100U/ml)
(Gibco Invitrogen), Hepes (Solucion salina tamponada para el mantenimiento del pH entre 7,2-
7,4) (Gibco Invitrogen) y 4% Fitohemaglutinina (PHA) (10ugr/ml), mitdgeno que estimula la
proliferacion de linfocitos T (Gibco Invitrogen).

- Incubar en estufa a 37° C sin CO,, manteniendo el tubo inclinado hasta alcanzar el pico
maximo de crecimiento celular (72 horas tras la siembra).

- Afiadir a 0,1 ml de Colcemid (10 ug/ml) (Euroclone) e incubar durante 30 minutos a 37°
C. Este antimitotico, analogo de la Colchicina, se ensambla a la tubulina que forma
parte del huso mitético, impidiendo su despolimerizacién. De este modo, se impide la
separacion de las cromatidas hermanas en anafase, quedando las células bloqueadas
en el estadio de metafase.

- Centrifugar a 1.800 rpm durante 8 minutos y decantar sobrenadante.

- Afadir 7 ml de choque hipotdnico solucién de Cloruro Potasico (KCI 0,075M) y dejar
actuar durante 20 minutos en bafio Maria a 37° C. Esta solucion hipoténica, al contener
una menor concentracion de sales que el citoplasma celular, provoca la entrada de
agua en la célula mediante 6smosis, haciendo que ésta se hinche. Se considera que el
choque hipotdnico es un paso critico del cual depende posteriormente la obtencion de
extensiones cromosomicas de calidad.

- Centrifugar a 1.800 rpm durante 8 minutos, decantar sobrenadante.

- Anadir solucion Carnoy (metanol-acido acético en proporcién 3:1). Esta solucion se

afiade inicialmente gota a gota, por la pared del tubo y posteriormente en agitacion
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haciendo uso de un rotor hasta alcanzar los 8 ml/tubo. De este modo se consigue
detener la accién de la solucion hipotdnica y fijar las células. EI metanol precipita la
cromatina y el acido acético lisa las distintas estructuras membranosas de la célula sin
precipitarlas.

- Centrifugar a 1.600 rpm durante 6 minutos. Decantar sobrenadante.

- Anadir 5 ml de fijador Carnoy. Resuspender.

- Centrifugar 6 min a 1.600 rpm.

- Afiadir 5 ml de solucién Carnoy. Resuspender.

- Centrifugar 6 min a 1.600 rpm.

- Decantar sobrenadante y resuspender el botdn celular de forma manual. De este modo
puede conservarse el material fijado a 4° C hasta el momento de realizar la extension.

- Realizar la extension celular sobre un portaobjetos, previamente desengrasado en
metanol al 70%. Una buena extension debe tener un nimero suficiente de metafases
con el menor numero de solapamientos posibles y libres de citoplasma.

Existen numerosas variantes que afectan a la obtencion de buenas extensiones, entre ellas:
temperatura ambiente, humedad y el propio tratamiento hipotonico. Temperaturas altas vy
humedad favorecen la obtencién de buenas preparaciones. Otras variables son la altura desde
la que se realiza la extension y el uso de portaobjetos humedecidos con agua destilada. El

material fijado sobrante se puede conservar a -20°C durante 5-6 afios.

3.2.1.2 Cultivo de alta resolucion

De manera rutinaria, los cromosomas se analizan en el estadio de metafase, situacion en la
que dicho material alcanza el maximo grado de condensacion. Aunque la resolucion obtenida
(400-500 bandas) es suficiente, puede ocurrir que pequefias anomalias estructurales pasen
inadvertidas. Por ello en ocasiones es necesario obtener cromosomas mas largos, menos
condensados, conocidos como prometafasicos (alcanzan una resolucion de aproximadamente
850 bandas).

La obtencion de cromosomas prometafasicos se lleva a cabo mediante sincronizacion
celular realizando una modificacion respecto al cultivo estandar, que incluye la adicién de un
reactivo intercalador del DNA (Bromuro de etidio; BE) para la obtencion de cromosomas
prometafasicos (Misawa et al., 1986). Para su realizacion se procede a la siembra de la
muestra segun apartado 3.2.1.1, incorporando 0,10 ml del BE (1 mg/ml) (Sigma Aldrich) a la
vez que se anade el Colcemid, incubando en estufa sin CO, a 37° C durante 1 h. A

continuacion se reanuda el procedimiento de manera semejante al cultivo estandar.
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3.2.2 Cultivo de liquido amnioético
El estudio del cariotipo convencional con bandas G se ha realizado siguiendo los protocolos de
citogenética prenatal reconocidos por la EQA (European Quality Assurance; Cytogenetic
Guidelines and Quality Assurance).
En el laboratorio se reciben de manera estandarizada una media de 15 ml. de LA por
amniocentesis realizada, utilizando 10 ml para establecer 2 cultivos primarios segun el
siguiente protocolo:
- Rotular convenientemente los dos tubos con el n°® de muestra, fecha e identificacion del
tubo.
- Centrifugar a 1.300 rpm durante 10 minutos.
- Decantar y dejar 0,5 ml.
- Establecer dos cultivos utilizando reactivos de dos casas comerciales diferentes. Afadir
1,5 ml de medio de cultivo completo a cada tubo Nunclon™A Surface (NUNC). Medio A:
HAM-F10 (Gibco Life Technology), suplementado con 30% de suero bovino fetal y 2,7%
de Ultroser G (Genycell), 1,5 ml de HEPES 1M (Gibco Life Technology), 0,75 ml de
Penicilina-Estreptomicina (Gibco Life Technology) y 1 ml de L- Glutamina 200mM
(Gibco Life Technology), previamente atemperado a 37°C. Medio B: los mismos
reactivos y cantidades (Genycell).
- Incubar en estufa a 37°C durante 5 dias y cambiar el medio.
- A partir del séptimo dia, visualizar la proliferacion celular mediante microscopio invertido
de manera diaria.
- Cambiar el medio a los siguientes 3 dias de incubacion.
- Cuando se observa la formacion de una monocapa celular, eliminar el medio de cultivo
y tripsinizar (levantar las células). Se realiza un lavado con 1 ml de Tripsina-EDTA
0,5%/ 0,02% (Genycell) (proteasa que se encarga de romper las uniones intercelulares).
Anadir 1,5 ml e incubar 2 min a 37° C, visualizar al microscopio para comprobar que las
células se han individualizado. Transferir la mitad del volumen a un nuevo tubo vy
detener la accion de la tripsina afladiendo 1,5 ml de medio de cultivo.
- Incubar a 37°C durante 24 horas.
- Visualizar al dia siguiente y cambiar medio.
- En las siguientes 24 horas, afadir 0,3 ml de Colcemid 10 pg/ml (Euroclone) a los dos
tubos e incubar a 37° C durante 90 min.
- Realizar estos cuatro ultimos pasos con el cultivo complementario, 24 horas después.
- Centrifugar 5 min a 1.500 rpm y retirar sobrenadante.
- Resuspender el boton celular y afiadir 7 ml de soluciéon hipotonica (KCI 0,075M),
incubando los tubos a 37° C en bafo durante 18 minutos.

- Afadir 5 gotas de fijador Carnoy y resuspender.
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- Centrifugar 5 min a 1.500 rpm.

- Retirar sobrenadante, resuspender y afiadir 5 ml de fijador Carnoy. Resuspender.

- Centrifugar 5 min a 1.500 rpm.

- Retirar sobrenadante, resuspender y afiadir 5 ml de fijador Carnoy. Resuspender.

- Centrifugar 5 min a 1.500 rpm.

- Retirar el sobrenadante, resuspender y afiadir 5 ml de fijador Carnoy. Agitar en vortex.

- Centrifugar 5 min a 1.000 rpm y decantar de nuevo el sobrenadante. Fijar la suspension
celular con Carnoy, anadiendo el fijador al principio gota a gota por la pared del tubo y
posteriormente de forma continua, enrasando a 8 ml. Centrifugar, decantar y repetir el
proceso de fijacion tres veces mas, afiadiendo 1 ml menos de Carnoy en cada lavado.
En el ultimo lavado se decanta y resuspende el boton manualmente, afiadiendo 2-3 ml
de Carnoy. De este modo puede conservarse el material fijado a 4°C hasta el momento
de realizar la extension.

- Realizar extensién celular sobre un portaobjetos previamente desengrasado en metanol

al 70%.El material fijado sobrante se puede conservar a -20° C durante 5-6 afos.

3.3 Bandeo cromosomico
3.3.1 Bandas G
La técnica se inicia a partir de extensiones previamente envejecidas en estufa a 37°C.

- Introducir los portaobjetos en una solucion de acido clorhidrico (CIH) al 30% a
temperatura ambiente durante 10 min.

- Lavar con agua.

- Introducir los portaobjetos durante 1 min en una solucién de 2xSSC (8,82 gr de Citrato
sodico (Sigma), 17,53 gr de NaCl 0,3M (Sigma) y 1litro de agua destilada) a 65°C. Este
paso permite que se abra la hebra de ADN.

- Lavar el portaobjetos con agua y secar al aire.

- Teiir con solucion de tincion Wright.

Nota: La solucion de tincion consta de 1ml de colorante Wright [2,5 gr de colorante Wright
(Sigma) y 1 litro de metanol], 1,5 ml de tampén Sérensen pH 6,8 [5,93 gr de NaH;PO, (Sigma),
4,53 gr de KH,PO,4 (Merck) y 1 litro de agua destilada] y 1,5 ml de tampén pH 6,8 (CARLO
ERBA).

- Lavar con agua y se dejan secar.

Los tiempos de tincion se establecen en funcion del tipo de muestra y de las condiciones

particulares de cada laboratorio.
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3.3.2 Bandas C

- Introducir los portaobjetos en una cubeta con HCI 0,02N (2 ml HCI y 100 ml de agua
destilada) a temperatura ambiente durante 10 min.

- Lavar con agua y se deja secar al aire.

- Introducir los portaobjetos en una cubeta a 60°C con Hidréxido barico [Ba(OH),]
saturado (304 gr de Ba(OH), y 100 ml de H,O) durante 1 min. El hidroxido barico
despuriniza y desnaturaliza el ADN. La heterocromatina constitutiva resiste a la
degradacion y es por tanto el unico material que queda tefido.

- Realizar dos lavados con agua destilada y metanol para eliminar los restos de bario.

- Dejar secar.

- Incubar en una solucién de 2xSSC a 65° durante 15 min.

- Lavar con agua y se dejan secar.

- Tenir con solucion de tincion Wright durante 5 min.

- Lavar con agua y dejar secar.

3.3.3 Tincion Ag-NOR

- Preparar una solucion de nitrato de plata al 50% (0,5 gr AgNO3; y 1 ml de agua
destilada). Filtrar.

- Adadir 0,2 pl de esta solucion sobre el portaobjetos.

- Anadir 6-8 gotas de una solucion de formaldehido al 0,3% en agua destilada.

- Incubar durante 24 h a 37° C protegido de la luz.

Este protocolo fue utilizado en nuestro laboratorio para identificar las regiones NOR durante 15
afios, siendo sustituido por la técnica FISH Acro-p con el mismo fin, la cual se describe en el

apartado de protocolos para Hibridacion in situ fluorescente.

3.4 Analisis al microscopio

Para la realizacion del cariotipo, se analizaron al menos 10 metafases de cada tubo de cultivo
mediante microscopia O6ptica (Nikon Labophot). Se digitalizaron al menos 1 metafase
procedente de cada cultivo mediante el sistema de captura de imagenes para microscopia
Cytovision Ultra v3.9 (Applied Imaging). La férmula cromosdmica se describié de acuerdo al

International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN), en sus diferentes ediciones.

3.5 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

En este trabajo se ha utilizado la técnica FISH tanto en cromosomas metafasicos como en
nucleos interfasicos, en funcién del diagndstico requerido en cada ocasion. En el caso de
estudio en metafase, no es necesario realizar ningun procedimiento adicional al convencional

para la preparacion de las extensiones. Sin embargo, en los estudios en nucleos en interfase
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se requiere un tratamiento previo de las células amnidticas. Desde el afio 1996 hasta el ano
2004 se utilizé esta metodologia para el diagnéstico rapido de aneuploidias de los cromosomas

X,Y, 13, 18 y 21 en nucleos en interfase de liquido amniético.

3.5.1 Preparacion de extensiones para analisis de nicleos en interfase

- Recoger 5 ml de liquido amnidtico en tubo de plastico con fondo conico.

- Centrifugar a 1.000 rpm durante 10 min, retirar el sobrenadante hasta un volumen de
0,5 ml y resuspender.

- A continuacioén se afiaden 3 ml de acido citrico al 1% y se resuspende nuevamente.

- Afadir 0,25 ml de Tween 20 (Sigma), resuspender e incubar a 37°C con agitacion
durante 30 min.

- Centrifugar a 1.000 rpm durante 10 min, retirar el sobrenadante hasta un volumen de
0,5 ml y volver a resuspender sin dejar grumos.

- Afadir 0,4 ml de fijador Carnoy frio y resuspender hasta que las dos fases queden bien
mezcladas.

- Centrifugar a 1.000 rpm durante 10 min, retirar el sobrenadante hasta un volumen de
0,5 ml.

- Decantar el sobrenadante hasta 0,3 ml y resuspender.

- Realizar las extensiones en portaobjetos afiadiendo dos gotas de acido acético al 45% y
dos gotas de la muestra.

- Valorar al microscopio de contraste de fases la calidad y cantidad de nucleos presente
en la extension. Si es adecuada, se puede guardar el pellet sobrante a 4°C.

- Almacenar las extensiones a temperatura ambiente hasta el momento de su utilizacién.

3.5.2 Hibridacion con sondas de secuencia Unica (LSI)
Este protocolo se ha utilizado para las sondas 13914 y 21g22 incluidas en el diagnéstico rapido
de aneuploidias (Cytocell), asi como para las sondas de sindromes de microdelecion (Vysis,
Abbot Molecular) y sondas subteloméricas (Vysis, Abbot Molecular), tanto en metafases como
en nucleos en interfase. El tamafio de estas sondas oscila entre 1Kb y 1Mb.
Pretratamiento de los portaobjetos

- Poner en una solucion de 2xSSC (pH 7,4) a 37° C durante 30 min.

- Deshidratar en serie de etanol al 70%, 80% y 95% a temperatura ambiente 2 min. en

cada uno. Dejar secar.

Pretratamiento de la mezcla de hibridacién

- Precalentar a temperatura ambiente el vial con la mezcla de sondas LSI 13 (13914)
marcada con fluorocromo Spectrum Green y LS| 21 (21922.13-q22.2) marcada con

fluorocromo Spectrum Orange (Cytocell).
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- Precalentar el portaobjetos a hibridar a temperatura ambiente.
Hibridacién
- Adadir 10 pl de la sonda en el portaobjetos.
- Poner cubreobjetos 24x60 mm y sellar con pegamento.
- Colocar la preparacion en hibridador Hybrite (Vysis. Abbott Molecular) con un programa
de desnaturalizacion de 75° C durante 2 min e hibridacion a 37° C toda la noche.

Lavados post-hibridacion

- Retirar con cuidado el pegamento y el cubreobjetos.

- Lavar la preparaciéon en una solucion 0,4xSSC a 72° C durante 2 min.

- Lavar la preparaciéon en una solucion 2xSSC/0,05% Tween 20 a temperatura ambiente
durante 30 sg.

- Dejar secar y afiadir 10 pl de contratincion DAPI Il [125 ng 4’-6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) /ml antifade) (Vysis, Abbott Molecular)].

- Conservar a 4°C hasta su analisis.

- Visualizar las senales con microscopio de fluorescencia equipado con filtros
correspondientes (Olympus) y digitalizar mediante sistema de captura de imagenes
para microscopia MetaSystem (Abbott Molecular). Para la determinacion del estado de
ploidia de los cromosomas 13 y 21, se establecid un minimo de 50 nucleos para la
determinacion de las sefiales correspondientes a cada par cromosdmico. Se considerd
como informativo el numero de sefales presente en un porcentaje superior al 42%,
como no informativo el nimero de sefiales inferior al 23% y como indeterminado el
rango comprendido entre el 23% y el 42%. En el caso de analisis en metafase se deben
visualizar un minimo de 15 metafases.

Nota. El protocolo para realizar hibridacion con sondas subteloméricas es similar al descrito
con una unica variacion en la preparacion de la mezcla de hibridacion, que se describe a
continuacion.

- Premezclar 1 pl de la sonda telomérica (Vysis, Abbot Molecular) junto con 7 ul de buffer
especifico de la sonda y 2 pl de agua destilada. Resuspender la mezcla, precalentar a

37°C y afadir al portaobjetos.

3.5.3 Hibridacion con sondas centroméricas y/o alfoides

Este protocolo se ha utilizado para las sondas DXZ1 y DYZ1 (Cytocell), y D1821 (Vysis. Abbott
Molecular) incluidas en el diagnoéstico rapido de aneuploidias. También ha sido utilizado para
aquellas sondas centroméricas que se han necesitado para definir patologias cromosémicas
detectadas en el analisis del cariotipo (Vysis. Abbott Molecular), tanto en cromosomas

metafasicos como en nucleos en interfase.
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Nota. El protocolo utilizado para estas sondas es similar al descrito en el punto 3.5.2, con la
salvedad de la preparacion de la mezcla de hibridacion, la cual se describe a continuacioén.
- Mezclar 5 pl de la sonda cocktail XY (SprectumGreen/ SpectrumOrange (LPEOXY,
Cytocell) y 5 pl sonda CEP18 (SpectrumAcqua) (Vysis, Abbott Molecular).

- Resuspender la mezcla, precalentar a 37°C y afiadir al portaobjetos.

3.5.4 Hibridacion con sondas painting

Estas sondas permiten detectar fundamentalmente translocaciones, material adicional
intracromosomico y cromosomas marcadores. Su aplicacion es efectiva unicamente en
metafases. En este trabajo hemos utilizado sondas painting comercializadas Vysis, Abbott

Molecular. El protocolo para su utilizacion ha sido similar al descrito en el punto 3.5.2.

3.5.5 Hibridacion con sondas Acro-p

Estas sondas se han utilizado para descartar cromosomopatias localizadas a los brazos cortos
de los cromosomas acrocéntricos, mediante la identificaciéon de regiones NOR. Esta sonda
(Acro-p, Cytocell), sustituyod en el afio 2004 a la técnica Ag-NOR. El protocolo para su uso es
similar al descrito en el punto 3.5.2, con la salvedad de la cantidad de sonda utilizada.

- Adadir al portaobjetos 10 ul de sonda Acro-p.

3.6 PCR cuantitativa fluorescente (QF-PCR)

Esta metodologia se ha empleado a partir del afio 2004 para el diagnostico rapido de las
aneuploidias que afectan a los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21, sustituyendo a partir de ese
momento a las técnicas de hibridacion in situ fluorescente utilizadas para este fin. Se aplico
esta técnica en todas las muestras de liquido amnidtico desde el momento de su

implementacion.

3.6.1 Extraccion de ADN
Se realiz6 extraccion de ADN a partir de 5 ml de liquido amnidtico segun el siguiente protocolo
(QlAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen):

- Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min.

- Decantar el sobrenadante hasta un volumen de 0,5 ml y resuspender

- Pasar a un eppendorf de 0,5 ml.

- Centrifugar a 8.000 rpm durante 5 min.

- Decantar el sobrenadante hasta dejar el pellet seco.

- Pipetear 20 pl de Proteinasa Ky afiadir a la muestra.

- Afiadir 200 ul de Buffer AL. Vortez 15 sg.
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- Incubar a 56°C durante 10 min.

- Pulso de centrifuga.

- Aniadir 200 pl de etanol. Vortex 15 sg.

- Poner en una columna sin mojar el tapon y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.

- Poner la columna en un tubo limpio.

- Abrir con cuidado la columna y afadir 500 pl de Buffer AWA1.

- Cerrar la tapa y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.

- Poner la columna en otro tubo limpio.

- Abrir con cuidado la columna y afiadir 500 pl de Buffer AW2.

- Cerrar la tapa y centrifugar a 14.000 rpm durante 3 min.

- Poner la columna en un tubo de 1,5 ml. Abrir la columna y afiadir 50 pl de Buffer AE.
- Incubar a temperatura ambiente durante 5 min y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 min.
- Resuspender y pasar a un eppendorf de 1,5 ml.

- Guardar en congelador a -20%c hasta su utilizacion.

3.6.2 Mezclas de reaccion y amplificacion

Se disefiaron dos PCRs multiples (M1 yM2) que incluian 14 marcadores microsatélites (STRs),
3 para los cromosomas 13, 18 y 21 y cinco para el par sexual. Los STRs se distribuyeron en
dos tubos, de manera que todos los cromosomas estuvieran representados en las dos mezclas
de reaccion. Se consider6 que estos microsatélites debian tener una heterozigosisdad minima
de 0,65 con unidades de repeticion tetra o pentanucleotidicos.

Se rotulan los tubos de reaccion para cada muestra analizar como M1 y M2 junto al
numero de caso. Se han incluido controles sin ADN en todas las reacciones. En la Tabla 5 se
incluyen los reactivos utilizado para cada multiplex y las cantidades correspondientes.

En la Tabla 6 se representan los diferentes microsatélites utilizados, asi como su localizacién
cromosomica junto a otras caracteristicas de estos marcadores (heterocigosidad, tamafio en
pb, secuencia del primer y rango alélico. Cada primers se reconstituye con 333 pl de agua

MilliQ (Invitrogen Corporation) para alcanzar una concentracion final de 10 nM.
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Reactivos MULTIPLEX 1 MULTIPLEX 2
Agua MilliQ (Invitrogen Corporation) 3,2 ul 0,8 ul
1x AmpliTaq Gold Polymerase Buffer (2mM MgCi2) 150l 154l
(Applied Biosystems) 1 O H
dNTPs 20mM (Invitrogen Corporation) 0,3 ul 0,3 ul
D2181435 0,1l HPRTB 0,15 ul
D13S258 0,04 pl D21S1411 0,3l
AMXY-M 0,06 ul D21811 0,4 ul
. . . X22 1,2 ul D18S535 0,3l
P F Applied B t
rimer R S A 15551 0.1, D18S386 0.4yl
D13S628 0,04l DXS6803 0,3l
D13S634 08l
SRY 0,5ul
D21S1435 0,1l HPRTB 0,15 ul
D13S258 0,04 pl D21S81411 0,3l
AMXY-M 0,06 pl D21S11 0,4 ul
. . . X22 1,2l D18S535 0,3l
Primer R (Applied Biosystems) D18S51 0.1 4l D18S386 0.4yl
D13S628 0,04 pl DXS6803 0,3l
D13S634 084l
SRY 0,5 ul
AmpliTaq Gold Polymerase (Applied Biosystems) 1,54l 1,5 ul
DNA genomico 4 ul 4 ul

Tabla 5. Reactivos utilizados para las mezclas de reaccién correspondientes ala Multiplex 1 y Multiplex 2.
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Marcador Localizacion cromosomica Heterozigosidad 5" marcaje Rango alélico (pb) Secuencia
MULTIPLEX 1
AMXY Xp22-Yp11 ND 6-FAM X-104 Y-110 F5-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3'
R5-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3'
X22 Xa/Yq 0.87 6-FAM 192-247 F5-TAATGAGAGTTGGAAAGAAA-3'
R5-CCCATTGTTGCTACTTGAGA-3'
D135258 13q21-q31 0,93 vic 206-282 F5-ACCTGCCAAATTTIACCAGG-3'
R5-GACAGAGAGAGGGAATAAACC-3'
R5-GCAAGGCTATCTACGATAATTCA-3'
D18S51 18921.33 0.87 268-320 F5-GAGCCATGTTCATGCCACTG-3'
R5-CAAACCCGACTACCAGCAAC-3'
D2151435 21q21.3 0,90 viC 160-200 F5-CCCTCTCAATTGTTTGTCTACC-3'
R5-ACAAAAGGAAAGCAAGAGATTTCA-3'
MULTIPLEX 2
5-ATGCCACAGATAATACACATCCCC-3'
g (AGAT strand) 5"
HERTE #q20 OF8 ey CTCTCCAGAATAGTTAGATGTAGGTAT-3'
(TCTA strand)
DXS6803 Xpter-Xqter 0,75 100-130 F5-GAAATGTGCTTTGACAGGAA-3'
R5-CAAAAAGGGACATATGCTACTT-3'
SRY Ypi1.3 ND 463 F5-GAATATTCCCGCTCTCCGGA-3'
R5-GCTGCTGCTCCATTCTTGAG-3'
D13S634 13q14.3-22 0,81 385-440 F5-GGCAGATTCAATAGGATAAATAGA-3'
R5-GTAACCCCTCAGGTTCTCAAGTCT-3'
g F5-TCAGGAGAATCACTTGGAAC-3'
D1Se0 19951 0ke i R5-TCCATGAAGTAGCTAAGCAG-3'
F5-TCATGTGACAAAAGCCACAC-3'
D18S535 18q12.2-12.3 0.92 128159 R5-AGACAGAATATAGATGAGAATGCA-3'
) F5-TATGTGAGTCAATTCCCCAAGTGA-3'
Bats S 0i=8 aeai R5-GTTGTATTAGTCAATGTTCTCCAG-3'
D21S1411 21922.3 0,93 258302 F5-ATGATGAATGCATAGATGGATG-3'

R5-AATGTGTGTCCTTCCAGGCG-3'

Tabla 6. Marcadores utilizados en las Multiplex 1y Multiplex 2 en los anélisis de rutina. Los fluorocromos utilizados han sido FAM (azul), VIC (verde), NED
(negro), y PET (rojo). -
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Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se realiza una desnaturalizacion a 95°C durante
2 min. A continuacién se realizan 26 ciclos de amplificacién a 94° durante 35 sg, 58° C durante
35 sg y 72°C durante 40 sg. La reaccion finaliza con un ciclo a 72°C durante 15 min (extensiéon

final).

3.6.3 Analisis de los fragmentos e interpretacion de los resultados
Los pasos para realizar el analisis se describen a continuacion:
- Mezclar 2 ul de los productos de PCR con 24 ul de formamida ultra pura desionizada y
0,5 pl de marcador de peso molecular (GeneScan 500 LIZ Standard, Applied
Biosystems).
- Desnaturalizar a 95°C durante 3 min.
- En una placa multipocillo, afiadir 12,5 ul de la mezcla desnaturalizada.
- Introducir la placa en secuenciador automatico ABIPrism 3100 Avant (Applied

Biosystems).

Los resultados se analizaron con la aplicacion GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems).
Para su interpretacion se obtuvo el ratio entre alelos dividiendo el valor de area correspondiente
al pico mas pequefio (en pb) por el area del pico mas elevado. Se consideré un rango normal
para este cociente entre 0,8-1,6, estableciendo como patologicos los ratios 1:1:1
correspondientes a patrones trialélicos y 1:2 0 2:1 en patrones dialélicos.
Hemos establecido un resultado informativo para un determinado cromosoma, cuando al
menos uno de los alelos ha mostrado un patron heterocigoto con ratio normal. Para las
muestras patologicas, al menos dos marcadores han debido que presentar un patron
patologico. Los resultados de un electroferograma estandar para una muestra con resultados

normales se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Electroferograma correspondiente a un feto masculino con patrén alélico normal para los

cromosomas estudiados. En la caja de texto situada en la parte inferior de cada pico se refleja el

tamafio en pb (sz), la altura del pico en unidades arbitrarias de fluorescencia (ht) y el area del pico (ar).
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3.7 Arrays-CGH

Los analisis para detectar variaciones en el numero de copias genémicas fueron externalizados
a un laboratorio de referencia. Inicialmente se utilizaron plataformas que contenian 60.000
oligonucledtidos distribuidos a lo largo de todo el genoma, con una resolucién de 200 Kb para
la mayoria de las regiones (Agilent Technologies), aceptando como alteracion en el nimero de
copias del ADN aquella que tenga un minimo de cinco sondas consecutivas, y presentado una
cobertura general para la deteccion de cromosomopatias de aproximadamente 200 Kb para la
mayoria de las regiones.

Posteriormente el anadlisis se realizé sobre una plataformal KaryoNIM®prenatal
disefiado por NIMGenetics® para la deteccion de alteraciones genéticas relacionadas con
patologia prenatal (fabricado por Agilent Technologies), que incluye el estudio de las
aneuploidias para todos los cromosomas junto a mas de 100 sindromes clinicos. Se aceptaron
como alteraciones aquellas que contenian 5 0 mas sondas consecutivas, siendo la resolucién
aproximada 250 Kb para los sindromes incluidos en el disefio y de 2 Mb para el resto del

genoma.

3.8 Analisis estadistico
El analisis de los resultados se ha realizado utilizando el programa para analisis estadistico y
epidemioldégico de datos tabulados EPIDAT v3.1, mediante estadistico Z de comparacion de
poblaciones con proporciones independientes con un indice de confianza (IC) del 95%.

El estudio multivariante se ha realizado utilizando una distribucion continua mediante

prueba Chi-Cuadrado, aceptando un IC del 95%
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4.- RESULTADOS

4.1- Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se han analizado los criterios de seleccion para gestantes en riesgo de cromosomopatia y los
resultados citogenéticos de 11523 amniocentesis (AC) realizadas durante el periodo
comprendido entre 1989-2013.

Las amniocentesis se llevaron a cabo entre la 10 y la 36% semana gestacional. En
funcion del momento de su realizacion hemos agrupado los resultados en tres categorias que
se describen en la Tabla 7. La amniocentesis precoz se excluyé de la metodologia para la
obtencion de la muestra prenatal a partir del afio 2007, debido a su asociaciéon con una mayor

tasa de pérdida fetal y anomalias musculo-esqueléticas.

Edad gestacional n amniocentesis Frec (%)
Amniocentesis precoces <15 5335 44,67%
Amniocentesis medias 15-19 6338 53,07%
Amniocentesis tardias >19 269 2,25%

Tabla7. Clasificacion de las amniocentesis en funcién de la edad gestacional para la extraccion de la muestra.

Los resultados del cultivo celular han sido satisfactorios en el 99,40% de las muestras
recibidas, mientras que en 26 casos no se obtuvo crecimiento celular (0,22%) y en 43 cultivos
no se consiguieron metafases para el analisis (0,37%). En total se han evaluado
citogenéticamente 11.523 amniocentesis.

Un total de 350 casos no han sido incluidos en el trabajo al no presentar indicacion
original para analisis citogenético, aunque en todos ellos se realiz6 cariotipo. En estas
gestaciones, la indicacién para AC fue estudio de infecciones fetales, analisis de la madurez
fetal, diagndstico de enfermedades monogénicas o confirmacion de un resultado citogenético

previamente obtenido por biopsia corial.

4.2- Tasa de amniocentesis/afio

La distribucién anual de los estudios realizados en liquido amniotico se muestra en la Figura
23. Desde 1995 hasta 2007 el numero de gestantes para realizar amniocentesis sufrid un
incremento del 50%.

Hemos considerado relevante reflejar el momento de la introduccién de la Biopsia Corial
para mostrar una imagen completa de la evolucion del numero de procedimientos invasivos
realizados durante el periodo analizado; esta metodologia se implementd en la Seccién de
Medicina Fetal del Servicio de Obstetricia y Ginecologia en el afio 2002, incorporandose de
manera rutinaria para analisis citogenético gestacional en el afo 2009, dirigida

fundamentalmente a gestaciones con cribado de 1° trimestre de alto riesgo.
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Figura 23. Representacion del nimero de amniocentesis/afio realizadas durante el periodo analizado. Se refleja

también el nimero de biopsias coriales.

4.3- Tasa indicacion para amniocentesis/afio

La evolucion de los criterios Edad materna avanzada, Marcador ecografico, Screening

bioquimico en suero materno, Cribado combinado de 1° trimestre y Ansiedad materna, durante

los 25 afos que comprende el estudio, se muestra en la Figura 28.
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Figura 24. Evolucion de las indicaciones mas prevalentes para realizar amniocentesis.

La distribucion de los marcadores ecograficos mas prevalentes en nuestra poblacion de

estudio se representan en la Tabla 8.
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Marcador Frec (%)

Translucencia nucal mayor o igual al p95 55,78%

Higroma quistico 7,.87%
Cardiopatia 3,70%
Feto acraneo 3,31%
Crecimiento intrauterino retardado (CIR) 3,24%
Onfalocele 2,87%
Holoprosencefalia 2,00%
Otros (con prevalencia<1%) 21,23%

Tabla 8. Frecuencias de distintos marcadores y malformaciones

ecograficas encontradas en el estudio.
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Contribucion de los diferentes marcadores y/o malformaciones ecograficas
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Figura 25. Representacion de los distintos marcadores y/o malformaciones ecograficas referidas para

estudio invasivo. CIR: crecimiento intrauterino retardado. Otros: marcadores con frecuencias <1%.

A partir de la implementacién del Cribado combinado del 1° trimestre, la translucencia
nucal aumentada fue incluida dentro de los marcadores que integran el algoritmo para realizar
este test. Hasta ese momento, se mostré6 como el marcador mas prevalente dentro de este

criterio.

4.4- Tasa de amniocentesis por indicacion

El niumero total de amniocentesis realizadas en base al criterio de referencia se representa en
la Tabla 9.

Indicacion n Frec (%)

Edad maternaavanzada (2 35 afos) EMA 7723 67,02
Marcador y/o malformacion ecografica ME 1020 8,85
Cribado combinado1° trimestre CC1i 790 6,85
Ansiedad materna AM 581 5,04
Hijo anterior con cromosomopatia de novo HCN 499 4,33
Malformacion congénita previa MCP 330 2,86
Screeningbioquimico del 2° trimestre en suero materno SB 231 2

Pareja portadorareordenamiento cromosoémico PPR 194 1,69
Gestante con historia de abortos HA 155 1,34

Tabla 9. Resultados de las frecuencias encontradas para las diferentes indicaciones recogidas en el estudio.
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» Malformacioén congénita previa
» Screening bioquimico en suero materno
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Figura 26. Representacion de la contribucion de cada una de las indicaciones al total de amniocentesis

realizadas.

A partir del afio 2007 se empez6 a realizar el Cribado combinado de aneuploidias en el
primer trimestre, alcanzandose la plena implementacién en el aino 2009. En el total de
amniocentesis realizadas, este criterio ha supuesto el 6.85% de las pruebas invasivas,
alcanzando el 30% en el ultimo quinquenio del estudio. La indicacion Hijo anterior con
cromosomopatia de novo incluye tanto aneuploidias como RCEs en embarazos anteriores,
mientras que el grupo Screening bioquimico en suero materno contiene aquellas gestaciones
donde el cribado para la deteccion de aneuploidias se llevd a cabo durante el segundo
trimestre gestacional. Las Gestantes con historia de abortos se han considerado como aquellas
que, presentando ambos miembros de la pareja cariotipo normal, han tenido al menos dos
abortos anteriores.

Dada la amplitud del periodo de estudio, hemos considerado importante analizar la
distribucion de las indicaciones en 5 quinquenios. Estos resultados muestran en la Tabla 10
junto con los resultados del estudio estadistico realizado.

El resultado del estudio estadistico para la comparacion de las frecuencias de gestantes
remitidas por Hijo anterior con malformacion congénita, en los periodos anterior y posterior a la

implementacion de los Arrays-CGH, han presentado un valor p=0,025.
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1989-1993 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2013 Comparativa
n Frec (%) n Frec (%) n Frec (%) n Frec (%) n Frec (%) 2004-2008y 2009-2013

EMA 1121 72,32 1594 72,45 2454 7543 1935 63,13 619 42,54 p<0,001
ME 33 212 145 6,59 325 9,99 316 10,3 201 13,81 p<0,001
cc1 - - - - - - 370 12,07 420 28,86 p<0,001
SBQ 1 0,06 18 0,81 70 2,15 142 4,63 - - -

AM 185 11,93 160 7,27 106 3,25 75 2,44 55 3,78 P<0,05
HCN 92 5,93 107 4,86 97 2,98 111 3,62 92 6,32 p<0,001
MCP 83 5,35 108 4.9 78 2,39 38 1,23 23 1,58 p=0,429
PPR 25 1,61 45 2,04 73 2,24 33 1,07 18 %23 p=0,744
HA 10 0,64 23 1,04 50 1,53 45 1,46 27 1,85 p=0,398

Total 1550 100 2200 100 3253 100 3065 100 1455 100

Tabla 10. Frecuencias de las diferentes indicaciones en los cinco periodos de estudio. Estudio estadisticoentre los dos

ultimos quinquenios del analisis.

4.5- Resultados citogenéticos
Hemos identificado un total de 517 cromosomopatias (4,48%) de las cuales 383 (3,32%) han
correspondido a alteraciones numéricas (74,08% del total de las anomalias cromosomicas) y
134 a Reordenamientos Cromosémicos Estructurales (RCEs) (1,16%). Mas de la mitad de las
anomalias cromosomicas numéricas correspondieron a trisomias autosémicas (266; 51,44%).
En la categoria de RCEs hemos diferenciado dos grupos en base al origen del reordenamiento,
asi los RCEs de origen parental han presentado una incidencia del 0,74% mientras que los
RCEs de novo han mostrado una prevalencia del 0,41% en el total de los cariotipos realizados.
En la Tabla 11 se muestran las frecuencias de cromosomopatias detectadas en cada uno
de los periodos del estudio, junto al analisis estadistico de la comparacion de proporciones

mediante estadistico Z entre un periodo y el anterior.

Quinquenios Total AC Total cromosomopatias
n frec (%)
1989-1993 1550 64 412 1 p=0,891
1994-1998 2199 94 4,27 J 7 p=0,908
1999-2003 3254 140 4,30 J p=0,994
2004-2008 3065 131 4,27 1 J 0<005
2009-2013 1454 88 6,05 '

Tabla 11. Frecuencias de cromosomopatias identificadas en cada unos de los periodos en los que se ha estructurado el analisis.
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m Alteraciones numéricas = RCEs

l RCESs familiar J

Trisomias autosomicas

+217 cariotipos

+86 cariotipos

l RCESs de novo J Otras alteraciones numéricas

+48 cariotipos *117 cariotipos

Figura 27. Representacion grafica de las alteraciones numéricas y reordenamientos cromosoémicos estructurales

identificados en la serie analizada.

4.5.1- Alteraciones numéricas

En la Tabla 12 se representan los diferentes tipos de alteraciones numéricas encontradas en
este analisis, asi como su contribucion a la patologia numérica total junto a la incidencia en el
global de amniocentesis. Las aneuploidias autosdmicas clasicas (trisomia 21, trisomia 18 y
trisomia 13) han supuesto el 69,4% de las alteraciones numéricas y el 41,97% del total de
cromosomopatias identificadas en este trabajo.

En la categoria “Otras” se han incluido diferentes alteraciones numéricas que presentan
prevalencias muy bajas en los estudios cromosomicos prenatales. En 5 casos se han
diagnosticado en linea unica (Doble aneuploidia n=2; Trisomia 19 n=1; Trisomia 22 n=1;
Trisomia 7 n=1) mientras que en mosaico hemos encontrado 9 casos (Trisomia 20 n=3;

Tetraploidia n=2; Trisomia 9 n=1; Trisomia 12 n=1; Trisomia 17 n=1; Trisomia 5 n=1).

, Frecuencia sobre el total Frecuencia sobre el total de
ANEURLOIDIAS n de aneuploidias (%) amniocentesis (%)
+21 182 47,51 1,57
+18 65 16,97 0,56
45,X0 49 12,79 0,42
47 XXY 25 6,52 0,21
Triploidia 19 4,96 0,16
+13 19 4,96 0,16
47 XXX 10 2,61 0,08
Otras 14 3,65 0,12
Total 383 100 3,32

Tabla 12. Frecuencias de las diferentesindicaciones en los 5 quinquenios de analisis.
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Contribucion de las alteraciones numéricas mas prevalentes.
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Figura 28. Representacion grafica de las diferentes categorias de anomalias

numeéricas identificadas en la serie analizada.

Las aneuploidias que han implicado a los cromosomas sexuales han supuesto el 21,93%
de las alteraciones numéricas (0,72% sobre el total de amniocentesis analizadas). El 78,94%
de los cariotipos con ftriploidia mostraban una dotacién sexual XXX, mientras que el 21,05%
restante correspondian a XXY.

Hemos analizado la frecuencia de anomalias numéricas en cada uno de los quinquenios,
junto al analisis estadistico de la comparacion de proporciones mediante estadistico Z entre un

periodo y el anterior, como se refleja en la Tabla 13.

Quinquenios Total AC Numéricas p valor entre los diiferentes quinquenios
n Frec (%)

1989-1993 1550 46 296 p=0,600

1994-1998 2199 73 3.31 1 p=0,963

1999-2003 3254 110 3.09 J p=0,792

2004-2008 3065 99 323 p=0,384

2009-2013 1454 55 3.78

Tabla 13. Incidencia de aneuploidias en los cinco periodos del analisis y significacion estadistica

entre un periodoy el anterior.

La capacidad de deteccion para trisomia 21 y trisomia 18 en los cinco quinquenios del
analisis se muestran en la Tabla 14, asi como el valor de significacion estadistica de la
comparacion de proporciones, mediante estadistico Z, entre la incidencia de estas anomalias

en los dos ultimos periodos del analisis.
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1989-1993 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2013
n (W n (9 n (9 n (B n (%)
nAC 1550 2199 3254 3065 1454
Trisomia 21 19 122 30 136 48 147 51 166 35 24
Trisomia 18 10 064 16 072 16 049 15 048 7 048

p valor para trisomia 21 p=0,122

p valor para trisomial8 L p=0,848 )

Tabla 14. Incidencia de trisomia 21y 18 en los cinco quinquenios del analisis. Significacion

estadisticaentre las frecuencias de los dos Ultimos periodos.

La incidencia de las diferentes anomalias numéricas, en funcion de las indicaciones mas
prevalentes, se presenta en la Tabla 15. Hemos analizado el nivel de significacion para esta
capacidad, mediante estadistico Z para comparacion de proporciones, entre la indicacion Edad
materna avanza y Marcador ecografico asi como entre Edad materna avanzada y Cribado
combinado del 1° trimestre. Asimismo, hemos calculado la significacion estadistica entre las
frecuencias encontradas para los cariotipos 47, XXY y 47, XXX, con un resultado p=0,017,
mostrando una proporcién 2,5:1. Por otra parte, aunque el numero de casos diagnosticados ha
sido muy bajo, el nivel de significacion para la capacidad de deteccion de anomalias
infrecuentes entre las indicaciones Edad materna avanzada y Marcador ecografico ha
mostrado un p= 0,744.

Trisomia 21 Trisomia 18
Indicacion TotalAC n (%) n (%)
ME 1020 78 764 48 4.70
EMA 7723 68 088 | SUBA 17 022 PRSI
: p<0,005 ‘ p=891
cC1 790 32 405 1 0.12
Triploidia 47, XXX y 47, XXY
Indicacion Total AC n (%) n (%)
1
AR P - e
' ] p=0,015 J p=0,952
CcC1 790 2 0,25 2 0,25
45,X0 Trisomia 13
Indicacion TotalAC n (%) n (%)
A A A
2 p=0,355 ' p=0,824
cc1 790 2 0,25 0 -

Tabla 15. Capacidad de deteccion de las indicaciones mas prevalentes para las aneuploidias que han mostrado
una mayor incidencia. Significacion estadistica. ME: marcador ecografico; EMA: Edad materna avanzada; CC1:

Cribado combinado de 1° trimestre
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Las frecuencias globales de aneuploidias sexuales detectadas en las tres indicaciones
reflejadas anteriormente, a partir del momento de la implementacion del Cribado combinado del

1° trimestre se presentan en la Tabla 16.

Indicacion n amniocentesis

n frec (%)
ME 313 = 1327,
EMA 2520 7 0,27
CccC1 760 < 0,52

Tabla 16. Frecuencias correspondientes a aneuploidias

sexuales una vez implementado el CC1.

4.5.2- Reordenamientos cromosomicos estructurales (RCEs)

De manera analoga al apartado anterior, hemos analizado la evolucion de la capacidad de
deteccion para RCEs a lo largo de los cinco quinquenios del estudio, cuya tasa global de
deteccion en este trabajo ha sido del 1,16%.

Hemos examinado las frecuencias globales de RCEs diagnosticados en cada uno de los
quinquenios, asi como la incidencia de los casos diagnosticados de novo, los cuales han
presentado una incidencia total del 0,41%. En ambos casos se ha realizado estudio mediante
estadistico Z de comparacién de proporciones, resultados que se representan en las Tablas 17
y 18.

Quinquenios Total AC total RCEs
n frec (%)
1989-1993 1550 18 1.16 ]P=°-652
1994-1998 2199 21 0,95 p=0,984
1999-2003 3254 30 0,92 ] p=0,715
2004-2008 3065 32 1,04 ] p<0,005
2009-2013 1454 33 2,26 ]

Tabla17. Frecuencia de RCEs totales en los distintos periodos del estudio. Significacién

estadistica.
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Quinquenios Total AC RCEs de novo
n frec (%)
1989-1993 1550 5 0.32 p=0,786
1994-1998 2199 7 0.31 ]P=0,907
1999-2003 3254 11 0.33 ]p=0,581
2004-2008 3065 14 0.45
p<0,291
2009-2013 1454 11 0.75

Tabla 18. Frecuencia de RCEs de novoen los distintos periodos del estudio. Significacién

estadistica.

Las diferentes categorias de RCEs se reflejan en la Tabla 19, asi como su contribucion al
total de cromosomopatias diagnosticadas en este trabajo. También se representan, de manera
especifica, el tipo de origen de cada una de ellas.

Los RCEs equilibrados han mostrados tasas del 0,58% y 1,37% en los dos ultimos
quinquenios del estudio, mientras que las frecuencias para reordenamientos desequilibrados
han sido del 0,45% y 0,89%, respectivamente. El estudio estadistico para la comparacion de
frecuencias de los reordenamientos equilibrados entre los dos periodos, ha mostrado un valor
p=0,011, siendo p=0,115 para los reordenamientos desequilibrados.

De las 44 translocaciones reciprocas identificadas en el estudio, 18 se han detectado en
embarazas que presentaban como indicacibn Pareja portadora de reordenamiento
cromosomico (41,80%) de las cuales el 65% mostraban un origen paterno. Respecto a las
inversiones, el 72% de los casos han correspondido a la categoria pericéntricas, siendo los
cromosomas 4, 2 y 12 los que se han detectado con mayor frecuencia en esta categoria.
Respecto a las translocaciones Robertsonianas, el 80% de los casos heredados presentaban
un origen paterno; el 75% de estas translocaciones eran del tipo heteréloga der(13q;14q) y
der(14q;21q).

Hemos detectado una tasa global para Derivados de translocacion desequilibrados del 0,13%,
mostrando un origen parental en el 80% de los caso, de los cuales, la pareja no era conocedora
de su estado de portador en el 30% de las gestaciones.

En cuanto a las deleciones, el cromosoma 22 ha sido el implicado en estas alteraciones en el

27,27% de los casos y el 63,6% fueron intersticiales.
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Total Sobretotal Sobre total Origen parental Origen de novo
RCEs RCEs amniocentesis
sobre total sobre total
n Frec (%) Frec (%) n amniocentesis n amniocentesis
Frec (%) Frec (%)
Equilibradas 85 63,43 0,73 71 0,61 14 0,12
Trans. reciproca 44 32,83 0,38 37 0,32 7 0,06
Trans. Robertsoniana 23 17,16 0,19 20 0,17 3 0,02
Inversiéon 18 13,43 0,15 14 0,12 4 0,03
Desequilibradas 49 36,56 0,42 15 0,13 34 0,29
Delecion 11 8,20 0,09 1 0,008 10 0,08
Cr. marcador 10 7,46 0,08 1 0,008 9 0,07
Derivado Trans. reciproca 8 5,97 0,06 7 0,06 1 0,008
Duplicaciéon 8 5,97 0,06 1 0,008 7 0,06
Derivado Trans. Rob. 7 5,22 0,06 5 0,04 2 0,01
Isocromosoma 4 2,98 0,03 - - 4 0,03
Cromosoma en anillo 1 0,74 0,008 - - 1 0,008
Total 134 100 1,16 86 0,74 48 0,41

Tabla 19. Incidencia total de las diferentes categorias de RCEs. También se representan los datos correspondientes

al origen de novo o heredado de estas alteraciones.

Hemos realizado el analisis de las diferentes categorias de RCEs en base a la indicacion

en la que han sido diagnosticados, cuyos resultados se muestran en la Tabla 20.

ME EMA Ccc1 HCN AM PPR
n AC=1020 n AC=7723 n AC=790 n AC=499 n AC=581 n AC=194

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Equilibradas 5 049 27 034 10 1,26 - - 3 0,51 38 19,58
Trans. Reciproca 1 009 18 0.23 3 0.37 - - 3 051 18 9.27
Trans. Robertsoniana 3 029 3 0.03 2 0.25 - - - - 16 8.24
Inversion 1 0,09 6 0,07 5 0,63 - - - 4
Desequilibradas 10 1,47 19 0,24 1 0,12 3 0601 3 0,51 7 3,69
Der. Translocacion 5 049 1 0.01 - - 1 0.2 1 0,17 7 3,55
Delecion 5 049 4 0.05 - - 2 0.4 - , - -
Duplicacion 3 029 3 0.03 1 0.12 - - 1 0.17 - -
sSMC denovo - - 8 0.1 - - - - 1 0.17 - -
Cr.enanillo e Isocromosmas 2 0.19 3 0.03 - - - - - - - -

Tabla 20. Frecuencias de las diferentes categorias de RCEs en funcidn de la indicacién para realizar amniocentesis. ME:
marcador ecogréfico; EMA: Edad materna avanzada; CC1: Cribado combinado de 1° trimestre; HCN: Hijo anterior con

cromosomopatia de novo; AM: Ansiedad materna; PPR: Pareja portadora de reordenamiento cromosémico.
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En la indicacion Marcador ecograficos, hemos realizado analisis estadistico aplicado a la
comparacion de frecuencias de las diferentes categorias de RCEs frente a las diagnosticadas
en el resto de indicaciones. Los resultados se presentan en la Tabla 21.

El origen de los sSMC se ha podido identificar en el 50% de los casos, con dos cromosomas
marcadores derivados del cromosoma 15; de los 10 casos diagnosticados, 6 se han
presentado en mosaico. No hemos identificado ningun caso de sSMC en el criterio Marcador
ecografico. El valor estadistico de la comparacién de frecuencias de sSMC entre las dos Unicas
indicaciones en las que se han identificado estos reordenamientos ha sido p=0,865 (Edad

materna avanzada y Ansiedad materna).

El analisis con estadistico Z de comparacion de proporciones, ha mostrado una valor p=0,011
para las frecuencias detectadas de reordenamientos desequilibrados, entre la indicacion Pareja
portadora de reordenamiento cromosomico y Marcador ecografico. El valor estadistico
encontrado en la comparaciéon de frecuencias para esta ultima indicacion y el criterio Edad

materna avanzada ha sido p=0,0004.

Marcador ecografico

Translocacion Translocacion Derivados de

" ge . .. sSMCde Cr.enanilloe
A 2 Inversiones Delecion Duplicacion
Reciproca Robertsoniana

translocacion novo Isocromosomas

EMA 0,60 0,99 0,70 <0,0001 <0,001 0,02 - 0,20
cc1 0,44 0,77 0,12 - - 0,80 - -
HCN - - - 0,35 0,87 - - -
AM 0,27 - - 0,56 - 0,95 - -
PPR <0,00001 <0,00001 <0,01 <0,001 - - - -

Tabla 21. Resultados del estudio estadistico entre la indicacion Marcador ecograficos y el resto de las indicaciones. ME,
marcador ecografico; EMA, Edad materna avanzada; CC1, Cribado combinado de 1° trimestre; HCN, Hijo anterior con

cromosomopatia de novo; AM, Ansiedad materna; PPR Pareja portadora de reordenamiento cromosémico.

4.6- Descripcion de las alteraciones cromosdmicas detectadas en funcién de
la indicacion de referencia y Valor predictivo positivo (VPP)

En la Tabla 22 se recogen las frecuencias de aneuploidias y RCEs detectados en cada
una de las indicaciones consideradas para realizar prueba invasiva, asi como las el porcentaje
especifico de reordenamientos estructurales de novo y de aquellos que han presentado un

origen parental.
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n AC TOTAL ) ANEUPLOIDIAS RCEs RCEs RCES de
PATOLOGIA total familiar novo
Indicacion n frec(%) n frec(%) n i n LS frec (%)
(%) (%)
EMA 7723 174 2,25 128 1,65 46 0,59 20 0,25 26 0,33
ME 1020 225 22,05 205 20,09 20 1,96 9 0,88 11 1,07
cC1 790 49 6,2 40 5,06 9 1,13 7 088 2 0,25
AM 581 7 1,2 1 0,17 6 1,03 3 0,51 3 0,51
ACPN 499 8 1,6 5 1 3 0,6 - - 3 0,6
MCP 330 3 0,9 2 0,66 1 0,3 - - 1 0,3
SBQ 231 3 1,29 - 0,43 2 0,86 - - 2 0,86
PPR 194 46 23,71 - - 46 23,71 46 23,71 - -
HA 155 2 1,29 1 0,64 1 0,64 1 0,64 - -
Total 155 517 4,48 383 3,32 134 1,16 86 0,74 48 0,41

Tabla 22. Cromosomopatias encontradas en cada uno de los criterios para realizar amniocentesis. ME,

marcador ecogrifico; EMA, Edad materna avanzada; CC1, Cribado combinado de 12 trimestre; HCN, Hijo

anterior con cromosomopatia de novo; AM, Ansiedad materna; PPR Pareja portadora de reordenamiento

cromosomico; AC, amniocentesis.

A continuacidn analizamos de manera individual la distribucion de las diferentes

patologias, tanto numéricas como estructurales, en base a la indicacion para realizar la prueba

invasiva y el numero de amniocentesis realizadas en cada criterio.

4.6.1- Pareja portadora de reordenamiento cromosomico (PPR)

En este grupo de gestantes no se han detectado anomalias numéricas. Los RCEs identificados

han sido en su totalidad de origen familiar. En la Tabla 23 se muestran las diferentes categorias

de RCEs detectadas en este criterio de indicacion. El 4,12% de los RCEs diagnosticados en

este grupo (8 casos) han correspondido a anomalias con posible repercusion fenotipica.

Padre portadores de reordenamiento

estructural
n frec(%)
RCEs familiares 46 23,71
Trans. Reciproca 19 9,79
Trans. Robertsoniana 15 7,73
Inversién 4 2,08
der. Trans. Reciproca 4 2,06
Derivado de Trans. Robertsoniana 3 1,54
Cr. Marcador 1 0,51

Tabla 23. Cromosomopatias identificadas en las
gestantes remitidas por indicacién Padres portadores

de reordenamientos estructural.
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4.6.2- Marcador y/o malformacion ecografica (ME)

Los embarazos remitidos para realizar amniocentesis por hallazgos ecograficos han
presentado una frecuencia de cromosomopatias del 22,05% (225 casos). Las anomalias
numeéricas han supuesto el 91,11% de las cromosomopatias diagnosticadas en esta indicacion.
Se han detectado 16 casos de RCEs con posible repercusién fenotipica (1,56%).

En la Tabla 24 se incluyen las alteraciones cromosomicas halladas en los estudios

citogenéticos realizados a estas gestantes.

Marcador ecografico

n frec (%) n frec(%)
Numeéricas 205 20,03 RCEs 20 1,96
Trisomia21 77 7,54 de novo 1 1,07
Trisomia18 48 47 Delecién 5 0,49
45X0 39 3,82 Duplicacion 2 0,19
Triploidia 16 1,56 Isocromosoma 1 0,09
Trisomia13 15 1,47 DerTrans.rec 1 0,09
47 XXY 5 0,49 Trans. Reciproca 1 0,09
47 XX, +17/46 XX 1 0,09 Cr.enanillo 1 0,09
48 XX/92XXXX 1 0,09 parental 9 0,88
46,X0,+21 1 0,09 DerTrans.rec 3 0,29
47 XX, +7 1 0,09 Trans. Robertsoniana 3 0,29
47 XX, +19 1 0,09 Dertrans. Roberts 2 0,19
Inversion 1 0,09

Tabla 24. Cromosomopatias identificadas en las gestantes con indicacién Marcador

ecografico.

Anteriormente a la introduccion del Cribado combinado del 1° trimestre, fueron referidas
707 gestantes para estudio citogenético por indicacion Marcador ecografico con medida de la
translucencia nucal superior al percentil 95, aislado o asociado a otras malformaciones fetales,
de las cuales 215 (30,4%) mostraron cariotipos patolégicos.

Las diferencias encontradas en la capacidad de deteccién para aneuploidias y RCEs

durante los dos ultimos quinquenios del analisis se representan en la Tabla 25.

Marcador ecografico 2004-2008 2009-2013 p valor
316 amniocentesis 201 amniocentesis
n frec (%) n frec (%)
Anomalias numéricas 54 17,08 20 9,95 0,031
RCEs 7 2,21 11 5,47 0,084

Tabla 25. Resultados de la comparacién de las frecuencias de cromosomopatias entre los dos Ultimos
quinquenios.
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4.6.3- Cribado combinado de 1° trimestre (CC1)

En este grupo de gestantes se han identificado 48 cariotipos patologicos, lo que ha supuesto
una frecuencia del 6,07%. El 81,63% de las alteraciones han correspondido a anomalias
numéricas y el 18,36% restante a RCEs. Se han detectado 2 casos de RCEs con posible
repercusion fenotipica (0,25%).

En la Tabla 26 se muestran los resultados citogenéticos detectados en esta indicacion.

Cribado combinado 1° trimestre

n frec(%) n frec(%)
Numeéricas 39 4,93 RCEs 9 1,13
Trisomia21 32 4,05 denovo 2 0,25
45X0 2 0,25 trans. Reciproca 1 0,12
Triploidia 2 0,25 inversion 1 0,12
Trisomia18 1 0,12 parental 7 0,88
47 XXY 1 0,12 inversion 4 0,5
47 XXX 1 0,12 trans. Reciproca 2 0,25
trans. Robertsoniana 1 0,12

Tabla 26. Cromosomopatias identificadas en las gestantes remitidas por indicacion Cribado

combinado del 1° trimestre.

Las diferencias encontradas en la capacidad de deteccion para aneuploidias y RCEs

durante los dos ultimos quinquenios del analisis se representan en la Tabla 27.

Cribado combinado 1° trimestre 2004-2008 2009-2013 p valor
370 amniocentesis 420 amniocentesis
n frec (%) n frec (%)
Anomalias numéricas 11 1,39 28 6,66 0,026
RCEs 2 0,54 7 1,66 0,249

Tabla 27. Resultados de la comparacién de las frecuencias de cromosomopatias entre los dos Ultimos

quinquenios.

Durante el periodo 2009-2013 se han diagnosticado 34 casos con trisomia 21, de los
cuales 12 fueron remitidos por presentar Marcador ecografico. De los 22 casos restantes, 21
gestantes fueron remitidas por resultados con riesgo alto en el Cribado combinado de 1°

trimestre (95,45%) y 1 por Edad materna avanzada que no presentaba riesgo alto para CC1.
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4.6.4- Edad materna avanzada (EMA)
Las amniocentesis realizadas en gestantes remitidas por Edad materna avanzada (= 35 afos)
han presentado 174 anomalias cromosémicas, lo que ha supuesto una capacidad de deteccién
del 2,25%. El 73,56% de las cromosomopatias han correspondido a anomalias numéricas y el
26,43% a RCEs.

En la Tabla 28 se recogen las diferentes categorias de alteraciones numéricas y RCEs
correspondientes a las amniocentesis realizadas por este criterio de seleccién.
En 29 casos se han encontrado anomalias estructurales con posible repercusion clinica
(0,37%).

Edad materna avanzada

n frec (%) n frec(%)
Numericas 128 1,60 RCEs 46 0,59
Trisomia21 69 0,89 de novo 26 0,33
Trisomia18 16 0,20 cr. Marcador 7 0,09
47 XXY 16 0,20 trans. Reciproca 5 0,06
47 XXX 8 0,10 isocromosoma 4 0,05
45X0 6 0,07 delecion 3 0,03
Trisomia13 4 0,05 duplicacién 2 0,02
Triploidia 1 0,01 inversiéon 2 0,02
47 XX,+20/46 XX 2 0,02 der Trans. Roberts. 2 0,02
46 XY/92XXYY 1 0,01 trans. Robertsoniana 1 0,01
47 XY,+9/46 XY 1 0,01 parental 20 0,25
47 XY +12/46 XY 1 0,01 trans. Reciproca 12 0,15
47 XY,+5/46 XY 1 0,01 inversiéon 4 0,05
48 XXY,+18 1 0,01 trans. Robertsoniana 1 0,01
47 XY, +22 1 0,01 derTrans. rec 1 0,01
deleciéon 1 0,01
duplicacién 1 0,01

Tabla 28. Cromosomopatias identificadas en las gestantes con indicacién Edad

materna avanzada.

La capacidad de deteccion de las diferentes alteraciones numéricas encontradas en esta
indicacion, durante los dos ultimos periodos del analisis, se presentan en la Tabla 29, junto con

los resultados del analisis estadistico realizado para la comparacion de estas frecuencias.

80



Resultados

2004-2008 2009-2013 Comparativa

n amniocentesis=1935 n amniocentesis=619 2004-2008y 2009-2013

n Frec(%) n Frec(%)
Alteraciones numéricas 29 1,49 7 1,13 p=0,633
Trisomia21 16 0,82 1 0,16 p=0,136
Trisomia par sexual 5 0,25 3 0,48 p=0,642
Trisomia18 2 0,10 1 0,16 p=0,759
Otras 6 0,31 1 0,16 p=0,862

Tabla 29. Alteraciones numéricas identificadas en la indicacion Edad materna avanzada durante los dos Ultimos

periodos del analisis.

Los Reordenamientos cromosémicos estructurales de novo identificados en los periodos
2004-2008 y 2009-2013 se reflejan en la Tabla 30.

2004-2008 2009-2013 Comparativa
n amniocentesis=1935 n amniocentesis=619 2004-2008y 2009-2013
n Frec(%) n Frec(%)
RCEs de novo 4 0,20 < 0,64 p=0,197

Tabla 30. Reordenamientos cromosdmicas estructurales de novoidentificados en la indicaciéon Edad

materna avanzada durante los dos ultimos periodos del analisis.

La Tabla 31 recoge la incidencia de reordenamientos estructurales de novo en las

indicaciones Edad materna avanzada y Ansiedad materna.

Edad materna avanzada Ansiedad materna Valor p

n amniocentesis=7723  n amniocentesis=581
n Frec(%) n Frec(%)
RCEs de novo 26 0,33 3 0,51 p=0,731

Tabla 31. Reordenamientos cromosdmicas estructurales de novo diagnosticados en la indicacion Edad

materna avanzada durante los dos ultimos periodos del analisis.

Con el objetivo de determinar si existen diferencias en la incidencia de los diferentes tipos
de alteraciones cromosomicas en el grupo de gestantes remitidas por Edad materna avanzada,
en funcion de la edad en el momento de la gestacion, hemos dividido lo datos en dos grupos:
edad comprendida entre 35-39 afos y edad = 40 afios. Los resultados se reflejan en la Tabla

32. En el quinquenio 2009-2013 se han diagnosticado 10 casos con sindrome de Down en
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gestantes con edad = 40 afios, de los cuales 1 no fue detectado por el criterio Cribado

combinado del 1° trimestre o Marcador ecografico. Estos resultados infieren una tasa de

deteccion en la indicacion CC1 del 90%.

1999-2003 2004-2008 2009-2013
35-39 afios 2 40 afos 35-39 afos 2 40 afos 35-39 afos 2 40 afos
n =1996 n=458 n=1430 n=505 n=313 n=306
n frec % n frec% n frec % n frec % n frec% n frec %
Numeéricas 22 1,10 15 3,27 14 0,97 15 2,97 1 0,31 6 1,96
Trisomia21 11 0.55 10 2.18 7 0.49 9 1.78 - - 1 0.32
Trisomia18 3 0.15 - - 0.06 0.19 1 0,31 - -
Trisomia13 - - 1 0.21 - - - - - - 1 0.32
Aneuploidiainfrecuente 2 0,10 - - 2 0.14 1 0.19 - - - -
Doble aneuploidia - - 1 0.21 - - - - - - - -
Triploidia - - - - - - 1 0.19 - - - -
486XY/92XXYY - - - - - - - - - - 1 0.32
45X0 1 0.05 1 0.21 2 0.14 - - - - - -
47 XXY 4 0.2 2 0.43 - - 1 0.19 - - 3 0.98
47 XXX 1 0.05 - - 2 0.14 2 0.39 - - - -
RCEs de novo 8 0,40 1 0,20 3 0,20 1 0,20 - - 4 1,26
Trans. Reciproca 3 0,15 - - - - - - - - 1 0,32
Inversion 1 0,05 - - 1 0,06 - - - - - -
Delecion - - 1 0,20 - - 1 0,20 - - 1 0,32
Duplicacion - - - - - - - - - - 1 0,32
sSMC 0,05 - - 2 0,13 - - - - 1 0,32
Isocromosoma 3 0,15 - - - - - - -
Total 30 1.4 16 349 17 1.18 16 3.16 1 031 10 3.22

Tabla 32. Alteraciones cromosémicas identificadas en la indicacion Edad materna avanzada en funcion de la edad en el

momento de la gestacion. Se representan las tasas de deteccidnde los tres Gltimos quinquenios del anélisis.

De manera global, en la Tabla 33 hemos recogido las frecuencias totales de alteraciones

cromosdémicas en los dos grupos de edad, detectadas en los dos ultimos quinquenios.

Edad materna 2004-2008 Edad materna 2009-2013
n frec (%) n frec (%)
35-39 afos (1430 amniocentesis) 17 1,18 35-39 afos (313 amniocentesis) 1 0,31
2 40 anos (505 amniocentesis) 16 3,16 2 40 afios (306 amniocentesis) 10 3,22

Tabla 33. Frecuencias detectadas en gestantes con edad comprendida entre 35-39 afios y 240 afios en los dos
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4.6.5- Ansiedad materna (edad <35 aiios)

La incidencia de las diferentes alteraciones citogenéticas identificadas en las amniocentesis
realizadas por el criterio Ansiedad materna, se recogen en la tabla 34. Las gestantes incluidas
en este grupo no presentaron criterios clinicos sugestivos de cromosomopatia, por lo que la
capacidad diagnostica de esta indicacion (1,20%) no es un valor objetivo para valorar su
eficacia, dado que se ha tratado de hallazgos ocasionales en una poblacién al sesgada. Se han

detectado 3 casos de RCEs (0,51%) con posible repercusion fenotipica.

Ansiedad materna

n frec(%) n frec (%)
Numeéricas 1 0,17 RCEs 6 1,03
45 X0 1 0,17 de novo 3 0,51

delecién 1 0,17

cr. Marcador 1 0,17

der. Trans rec. 1 0,17
parental 3 0,51
t. reciproca 3 0,51

Tabla 34. Cromosomopatias identificadas en las gestantes con indicacién Ansiedad

materna.

Las diferencias encontradas en la capacidad de deteccion para aneuploidias y RCEs

durante los dos ultimos quinquenios del analisis se representan en la Tabla 35.

Ansiedad materna 2004-2008 2009-2013 p valor
75 amniocentesis 55 amniocentesis
n frec (%) n frec (%)
Anomalias numéricas 0 1,49 0 1,13 No calculable
RCEs 2 0,36 0 0,81 No calculable

Tabla 35. Resultados de la comparacion de las frecuencias de cromosomopatias entre los dos Ultimos
quinquenios.
4.6.6- Hijo anterior con cromosomopatia de novo (HAC)
En este grupo se han diagnosticado 8 casos con alteracion cromosomica fetal (1,6%). El 62,5%
de las anomalias encontradas han correspondido a aneuploidias y 37,5% restante a RCEs. El
0,60% de los RCEs diagnosticados en este grupo (3 casos) presentaban posible repercusion

fenotipica.
En la tabla 36 se recogen las incidencias de las diferentes categorias de alteraciones

numeéricas y estructurales en las amniocentesis realizadas por este criterio.
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Cromosomopatia previa de novo

n frec(%) n frec(%)
Numeéricas 5 1,00 RCEs 3 0,60
Trisomia21 3 0,6 de novo 3 0,6
47 XXY 1 0,2 delecién 2 0,4
47 XXX 1 0,2 dertrans. Robets 1 0,2

Tabla 36. Cromosomopatias identificadas en las gestantes con indicacion Hijo

anterior con cromosomopatia previa de novo.

No hemos realizado estudio estadistico para comparacion de frecuencias detectadas
entre los dos ultimos quinquenios, ya que esta indicacion se encuentra dentro de los criterios
preconcepcionales para aconsejar amniocentesis, independientemente de las variaciones en la

tasa de detecciéon que se puedan haber producido durante el estudio.

4.6.7- Malformacion congénita previa (MCP)

Hemos identificados tres casos con alteracion cromosomica en estas gestantes, lo que ha
supuesto una tasa de deteccion del 0,90%. La Tabla 37 muestra las diferentes
cromosomopatias encontradas en las gestaciones referidas por esta indicacion. Unicamente se

ha detectado un RCEs con posible repercusion clinica (0,30).

Malformacion congeénita previa

n frec (%) n frec (%)
Numeéricas 2 0,6 RCEs 1 0,3
47 XXY 2 0,6 de novo 1 0,3
inversion 1 0,3

Tabla 37. Cromosomopatias detectadas en gestantes con indicacion Hijo

anterior con malformacién congénita.

No hemos considerado necesario realizar estudio estadistico sobre las diferencias en las
frecuencias de deteccion entre los dos ultimos quinquenios, dado que esta indicacion se
encuentra dentro de los criterios preconcepcionales para aconsejar amniocentesis,
independientemente de las variaciones en la tasa de deteccion que se puedan haber producido
durante el estudio.

4.6.8- Screening bioquimico del 2° trimestre en suero materno (SB)

Aunque este método de seleccién unicamente se utilizd para seleccion de gestantes en riesgo
de aneuploidia durante pocos afos, hemos estimado importante reflejar su capacidad de
deteccion. Se detectaron 3 casos con anomalias cromosomicas (1,29%), de los cuales, el

0,86% correspondieron a RCEs con posible repercusion fenotipica.
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En la Tabla 38 se recogen las incidencias de las diferentes alteraciones cromosémicas

identificadas en las amniocentesis realizadas a estas gestantes.

Screening bioquimico del 2° trimestre en suero materno

n frec (%) n frec (%)
Numeéricas 1 0,43 RCEs 2 0,86
Trisomia21 1 0,43 de novo 2 0,86

duplicacion 1 0,43
dertrans. Roberts 1 0,43

Tabla 38. Cromosomopatias identificadas en las gestantes con indicacién Screening

bioquimico del 2° trimestre en suero materno.

4.6.9- Gestante con historia de abortos (HA)
La frecuencia de alteraciones cromosomicas en parejas que referian historia obstétrica con
abortos de repeticion ha sido del 1,29% (2 casos). La gestacion que presenté un resultado con
inversion parental se incluyd en el estudio por informar los padres que sus cariotipos eran
normales, aunque uno de los abortos referidos mostraba una inversion pericéntrica en el
cromosoma 4, por lo que se decidié repetir el estudio citogenético a la pareja. No se han
encontrado RCEs con posible repercusion clinica.

En la tabla 39 se recogen las cromosomopatias detectadas en Gestantes con historia de

abortos.

Historia de abortos

n frec (%) n frec (%)
Numeéricas 1 0,64 RCEs 1 0,64
45X0 1 0,64 familiar 1 0,64
inversion 1 0,64

Tabla 39. Alteraciones cromosdmicas identificadas en amniocentesis remitidas

por Gestante con historia de abortos.

4.7- Capacidad diagnodstica de las indicaciones durante los quinquenios de
analisis.
3.7.1- Alteraciones numéricas

La capacidad diagndstica de las diferentes indicaciones para anomalias numéricas ha variado

a lo largo del periodo analizado. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 40.
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N

1989-1993 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2013

nAC n VPP npAC n VPP nACc n VPP npnAc n VPP pnAC n VPP
EMA 1121 26 232 1594 29 181 2454 37 15 1935 29 149 619 7 1,13
ME 33 17 5151 145 44 30,34 325 70 2553 316 54 17,08 201 20 9,95
AM 185 1 054 160 - 106 - - 75 - 07 55 - -
cc1 - - - - - - - - - 370 11 334 420 28 6,66
Otras 211 3 142 302 - - 369 3 0,81 369 3 11 160 - -
TOTAL 1550 2200 3253 3065 1455

Tabla 40. Evolucién de la capacidad diagndstica de los criterios de seleccién durante el periodo de analisis. EMA,

Edad materna avanzada; ME, marcador ecografico; AM, Ansiedad materna; CC1, Cribado combinado del 1°

trimestre; AC, amniocentesis. La indicacion “Otras” incluye Pareja portadora de reordenamiento cromosémico,

Hijo anterior con cromosomopatia de novo, Gestante con historia de abortos, Malformacion congénita previa y
Screening bioquimicode 2° trimestre en suero materno.

En base a los resultados reflejados en la tabla anterior, hemos realizado estudio

estadistico para las frecuencias de alteraciones numéricas encontradas en cada una de las

indicaciones durante los dos ultimos periodos del analisis. Estos resultados se recogen en la

Tabla 41.

Indicacion p valor
EMA 0,631
ME 0,666
AM -
cC1 0,00001
Otras -

Tabla 41. Significacion estadistica para las frecuencias de

anomalias numeéricas identificadas en las indicaciones mas

prevalentes durante los dos ultimos quinquenios del estudio.

La evolucion en las frecuencias de deteccion (%) de trisomia 21, trisomia 18, sindrome

de Turner y trisomias sexuales se representan de forma grafica en la Figura 29.
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— 45 X0

Trisomia 21

Trisomia 18
Aneuploidias sexuales

Figura 29. Representacion grafica de la capacidad de deteccion (Frec %) para las aneuploidias més frecuentes,
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4.7.2- Reordenamientos cromosomicos estructurales (RCEs)

La capacidad diagndstica global de los RCEs en funciéon de la indiccion de referencia, ha
sufrido también variaciones a lo largo del periodo de estudio. En la Tabla 42 se reflejan los

resultados obtenidos en el analisis realizado.

1989-1993 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2013
nAC n VPP nAC n VPP nAC n VPP nAC n VPP nAC n VPP

EMA 1121 8 0,71 1594 11 0,70 2454 15 0,61 1935 7 0,36 619 5 0,80
ME 33 - - 145 - - 325 2 061 316 7 221 201 11 5,47
AM 185 1 054 160 1 625 106 2 188 75 2 266 55 - -
cc1 - - - - - - - - - 370 2 0,54 420 7 1,66
Otras 211 10 4,73 302 10 331 369 13 352 369 16 433 160 10 6,25
TOTAL 1550 2200 3253 3065 1455

Tabla 42. Capacidad diagndstica para Reordenamientos cromosdmicos estructurales de las indicaciones mas
prevalentes en los diferentes periodos del andlisis. EMA, Edad materna avanzada ME, marcador ecografico; AM,
Ansiedad materna; CC1, Cribado combinado de 1° trimestre; AC, amniocentesis. La indicacion “Otras” incluye Pareja
portadora de reordenamiento cromosémico, Hijo anterior con cromosomopatia de novo, Gestante con historia de

abortos, Malformacion congénita previa y Screening bioquimico de 2° trimestre en suero materno.

En analogia al apartado anterior, hemos evaluado la capacidad de deteccion para las
diferentes categorias de RCEs a lo largo de los 25 afos del estudio, cuyos resultados se

representan en la Tabla 43.

1989-1993 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2013
n AC=1550 n AC=2199 n AC=3254 n AC=3065 n AC=1455

Categorias de RCEs n frec (%) n frec(%) n frec(%) n frec(%) n frec(%)
Translocacion reciproca 4 0,25 1M 0,50 12 0,36 10 0,32 7 0,48
Translocacién Robertsoniana 7 0,45 3 0,13 2 0,06 7 0,22 4 0,27
Inversion - - 1 0,04 7 0,21 1 0,03 9 0,61
Delecién - - 2 0,09 2 0,06 2 0,06 5 0,34
Cromosoma marcador 3 0,19 2 0,09 1 0,03 3 0,09 1 0,06
Derivado Trans. reciproca 1 0,06 1 0,04 3 0,09 1 0,03 2 0,13
Duplicacion 1 0,06 1 0,04 - - 4 0,13 2 0,13
Derivado Trans. Robertsoniana 2 0,12 - - - - 2 0,06 3 0,2
Isocromosoma - - - - 3 0,09 1 0,03 - -
Cromosomaen anillo - - - - - - 1 0,03 - -
TOTAL 18 21 30 32 33

Tabla43. Tasas de deteccidonde las diferentes categorias de RCEs durante el periodo comprendido en el estudio.

Hemos llevado a cabo un analisis estadistico para las frecuencias de deteccion de cada
tipo de RCEs durante los periodos 2004-2008 y 2009-2013, cuyos resultados se muestran en la

Tabla 44.
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Categorias de RCEs p valor
Translocacion reciproca 0,593
Translocacion Robertsoniana 0,978
Inversion 0,0003
Delecion 0,068
Cromosoma marcador 0,820
Derivado Trans. reciproca 0,509
Duplicacion 0,706

Derivado Trans. Robertsoniana 0,393
|socromosoma -
Cromosoma en anillo -

Tabla 44. Significacion estadistica entre
las frecuencias detectadas en los
periodos 2004-2004 y 2009-2013 para las

diferentes categorias de RCEs.

4.8- Analisis multivariante entre las diferentes indicaciones
Hemos realizado un estudio multivariante utilizando prueba Chi-Cuadrado con IC (95%) entre
las patologias detectadas en el criterio Edad materna avanzada y el resto de las indicaciones

para realizar amniocentesis. Los resultados obtenidos se representan en la Tabla 45.

Indicaciones Odss Ratio IC 95% p valor
MCP vs EMA 0,39 0,12-1,25 0,152
AM vs EMA 0,52 0,24-1,13 0,128
SBQ vs EMA 0,57 0,18-1,80 0,453
HA vs EMA 0,56 0,13-2,30 0,591
HCN vs EMA 0,70 0,34-1,44 0,424
CClvs EMA 2,25 1,58-3,18 p<0,001
ME vs EMA 12,27 9,94-15,16  p<0,001

Tabla 45. Analisis mulivariante de las patologias cromosémicas
encontradas en gestaciones remitidas por EMA y el resto de
indicaciones para realizar amniocentesis. MCP, Malformacion
congénita previa; AM, Ansiedad materna; SBQ, Screening
bioquimico en suero materno del 2° trimestre; HA, Gestante con
historia de abortos; HCN, Hijo anterior con cromosomopatia de
novo; CC1, Cribado combinado de 1° trimestre; ME, Marcador

ecografico; EMA, Edad materna avanzada.
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5.- DISCUSION

El asesoramiento genético en asociacién con los procedimientos de diagnéstico prenatal
constituye un elemento basico para la identificacion de anomalias congénitas y trastornos
genéticos, facilitando a la pareja una adecuada informacion que les permita tomar decisiones
informadas respecto a la gestacion. El estudio citogenético fetal se conoce desde hace mas de
40 afios como una metodologia fiable y resolutiva en circunstancias de riesgo para
cromosomopatia, siendo su aplicacion universal en paises desarrollados (Chitty et al., 2010). El
método invasivo utilizado mas frecuentemente para la obtencién de una muestra fetal es la
amniocentesis (Newberger et al., 2000).

En este trabajo presentamos un analisis retrospectivo de los resultados citogenéticos
obtenidos en 11.523 amniocentesis realizadas en un Unico centro publico terciario de la
Comunidad de Madrid, asi como la evolucion en las tendencias para la seleccion de gestantes
en riesgo de cromosomopatia durante el periodo comprendido entre 1989 y 2013. Hasta el afo
2002 la amniocentesis fue, junto con un pequefio numero de Funiculocentesis, el método
invasivo utilizado para la obtenciéon de una muestra fetal. A partir de esa fecha se implementé
progresivamente la Biopsia Corial como procedimiento para el diagndstico cromosémico en el
primer trimestre gestacional, como resultado de la incorporacidon de nuevos métodos de
seleccién de gestantes con riesgo de anomalia cromosémica (Figura 23). La tasa de éxito para
la obtencion del cariotipo fetal mediante amniocentesis fue del 99,40%, semejante a la
reportada en otras series (99,5%, Mademont-Soler et al., 2011; 99,5%, Comas et al., 2014;
99,5%, Balkan et al., 2011; 99,8%, Nishiyama et al., 2015; 98,8%; Ocak et al., 2014; 99,7%,
Karaoguz et al., 2006), aunque posiblemente sesgada por los fallos de cultivo asociados a la
implementacion de la metodologia en sus inicios.

De manera global hemos observado una variacion importante en la tasa de
amniocentesis/afo durante el periodo analizado. Entre 1989 y 1994 el numero de pruebas
realizadas no sigui6é una pauta especifica debido a una menor definicion de los criterios para la
seleccion de gestantes en riesgo de cromosomopatia, siendo la mayoria ellas remitidas por
Edad materna avanzada o Ansiedad materna. A partir de 1995 y hasta 2007 se produjo un
incremento del 50% en el numero de amniocentesis realizadas, y aunque la edad materna
siguié siendo el criterio principal para indicar esta técnica, se observo un leve aumento de las

realizadas por Marcador ecografico (Figura 24).

5.1 Indicaciones clinicas

Hemos observado una elevada divergencia respecto a los criterios para realizar estudio
citogenético prenatal en la revisién bibliografica realizada, fundamentalmente debida a las
variaciones y evolucion que han sufrido las indicaciones para recomendar esta prueba invasiva,

asi como a los periodos de analisis incluidos en cada uno de los trabajos consultados
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(Karaouguz et al., 2006; Han et al., 2008; Balkan et al., 2011; Mademont-Soler et al., 2011;
Chang et al., 2012; Danisman et al., 2013; Ocka et al., 2013; Comas et al., 2014, Ekin et al.,
2014; Nishiyama et al., 2015). Nuestra distribucion respecto al motivo por el cual realizar la
prueba invasiva ha sido similar a la reportada por Chang et al., 2012, que refiere un periodo de
analisis semejante al de este trabajo (Tabla 9).

La indicacion Edad materna avanzada ha sido el criterio con mayor prevalencia en el
periodo 1989-2013 (67,02%) en concordancia con los resultados reportados por Chang et al.,
2012 (65,50%). Los informes de Balkan et al., 2011 y Ekin et al., 2014 revelan las frecuencias
mas bajas para esta indicacion (24,9% y 28% respectivamente), debido al periodo de analisis
que comprenden sus trabajos (a partir del afio 2004), tratandose de grupos de trabajo que
implementaron el cribado combinado del 1° trimestre tempranamente, en detrimento de la Edad
materna avanzada como indicacion aislada. Si consideramos los datos obtenidos en los dos
ultimos periodos del estudio, la tasa de amniocentesis por Edad materna se redujo
significativamente (p<0,001) (Tabla 10), resultado que infiere la optimizacion de los criterios de
seleccion al disminuir en 1500 casos el numero total de amniocentesis realizadas. El cribado
combinado del primer trimestre ha representado en el ultimo periodo del estudio un 30% del
total de indicaciones de estudio citogenético fetal, diferencia significativa con la frecuencia
encontrada en el periodo 2004-2008, en el cual fue implementado este test (p<0,001) (Tabla
10). Aunque estas cifras son muy inferiores a las recogidas por otros autores, que alcanzan
tasas entre el 50-70% de las amniocentesis realizadas (Ekin et al., 2014, Balkan et al., 2011;
Ocak et al., 2014; Han et al., 2008), la incorporacion de este criterio en la politica sanitaria
espafola para la seleccion de embarazadas en riesgo de trisomia 21, ha conseguido una
disminucion relevante en el nimero de pruebas invasivas, como reflejan los resultados de
Mademont-Soler et al., 2011.

Respecto a los hallazgos de marcadores y/o malformaciones ecograficas, la indicacion
ha mostrado una frecuencia global dentro de los rangos reportados en la literatura (7-14,1%)
(Mademont-Soler et al., 2011; Tseng et al., 2006, Balkan et al, 2011; Karaoguz et al., 2006;
Danisman et al., 2013; Zhang et al., 2011; Ocak et al., 2014; Nishiyama et al., 2015), aunque
inferior a la referida por Kohatsu et al., 2012 que encuentra una tasa del 82,3%; este estudio
fue realizado en su pais, donde no existe una politica publica para el cribado prenatal, ademas
de una dificultad de acceso a los servicios médicos, siendo referidas las gestantes a un centro
terciario con edad gestacional muy avanzada, lo que facilita la deteccion de un elevado numero
de malformaciones congénitas. A pesar de la inclusion de la translucencia nucal como
marcador en el test integrado para deteccion de trisomia 21, hemos observado un aumento
significativo (p<0,001) (Tabla 10) en el numero de amniocentesis realizadas por hallazgos

ecograficos entre los dos ultimos quinquenios, debido a la inclusion de otros marcadores
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Ademas de los criterios intragestacionales, la ansiedad materna durante la gestacion es
una condicion contemplada en todas las unidades Obstétricas por la repercusiéon que puede
ocasionar en la embarazada y en su entorno familiar. En el global del andlisis, el 5,04% de las
amniocentesis (Tabla 9), se han realizado por este criterio, resultados semejantes a los
referidos por Mademont-Soler et al., 2011 aunque analizando un periodo de tiempo mas corto.
La prevalencia de esta indicacion ha mostrado una disminucién significativa (p<0,05) (Tabla
10) a partir de la introduccién del Cribado combinado del 1° trimestre, resultados coincidentes
con los referidos por Balkan et al., 2011y Nishiyama et al., 2015.

En cuanto a las gestantes remitidas por Hijo anterior con cromosomopatia de novo,
hasta el afo 2003, la tasa de embarazadas incluidas este criterio fue disminuyendo
progresivamente, mostrando un incremento significativo en los dos ultimos quinquenios del
estudio (p<0,001) (Tabla 10). Este hecho esta justificado por el asesoramiento genético que
reciben las parejas posteriormente al hallazgo de una anomalia cromosdmica en gestaciones

previas.

El criterio Hijo anterior con malformaciéon congénita ha presentado una disminucion
significativa entre los afios anteriores y posteriores a la implementacion de los Arrays-CGH en
la practica citogenética (afio 2009) (p<0,05; ver apartado 4.4 del documento), no detectando
esta diferencia entre los dos ultimos periodos del analisis (Tabla 10). Esta situacion se ha
debido al progreso en los estudios genéticos pediatricos para determinar la etiologia de las
malformaciones congénitas que, en caso de ser cromosdmica, ha proporcionado informacion
muy valiosa para establecer un consejo genético en futuras gestaciones. La misma observacion
ha sido referida por Karaoguz et al., 2006, Danisman et al., 2013, Mademont-Soler et al., 2011,
con frecuencias semejantes a las encontradas en nuestro trabajo, en contraposicién a los
resultados de Nishiyama et al., 2015 que presentan una incidencia del 4,4% al no disponer del
cariotipo correspondiente a la gestacion anterior. De manera global, esta indicacion ha
supuesto el 2,86% de las amniocentesis realizadas en este trabajo, no mostrando diferencias
significativas entre las frecuencias detectadas en los dos ultimos quinquenios analizadlos
(Tabla 9 y Tabla 10). El resto de indicaciones no ha variado significativamente durante el

estudio.
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5.2 Capacidad de deteccion para cromosomopatias

Las series reportadas sobre amniocentesis para diagnostico citogenético prenatal han
manifestado un rango muy amplio en la deteccién de alteraciones cromosomicas (entre el 0,27
y 4,86%) (Méndez-Rosado et al., 2014; Chang et al., 2012; Tseng et al., 2006; Mademont-Soler
et al., 2011; Karaouguz et al., 2006; Han et al., 2008, Comas et al., 2014; Ocak et al., 2014;
Danisman et al., 2013; Ekin et al., 2014; Balkan et al., 2011). En nuestro estudio hemos
encontrado una frecuencia del 4,48% (ver apartado 4.5 del documento), es decir, 1 de cada 23
cariotipos realizados presentaban una cromosomopatia, en consonancia con los resultados
referidos por Balkan et al., 2011y Ekin et al., 2014. Otros estudios muestran tasas superiores el
6%, debido fundamentalmente al elevado niumero de amniocentesis realizadas por hallazgos
ecograficos anormales (Nishivama et al., 2015). El 74,08% de las alteraciones han
correspondido a anomalias numéricas y el 25,91% a reordenamientos estructurales (proporciéon
3:1) (ver apartado 4.5 del documento), hallazgo comun en otros trabajos (Balkan et al., 2011;
Chan et al., 2012; Karaoguz et al., 2006; Ekin et al., 2014, Mademont-Soler et al., 2011;
Nishiyama et al., 2015). La capacidad de deteccion global de alteraciones cromosdmicas ha

mostrado diferencias significativas en el ultimo quinquenio del estudio (p<0,05) (Tabla 11).

5.2.1- Aneuploidias

Como era de esperar, las anomalias cromosémicas mas comunmente detectadas fueron
aneuploidias autosémicas clasicas, las cuales han representado el 47,7% del total de
cromosomopatias (Tabla 12). La capacidad de deteccion de estas alteraciones a lo largo de los
diferentes quinquenios no ha mostrado diferencias significativas (Tabla 13), aunque las
frecuencias han aumentado progresivamente, observacion reflejada también en los trabajos de
Mademont-Soler et al., 2011y Comas et al., 2014.

La trisomia 21 es la alteracibn numérica mas prevalente en estudios citogenéticos
prenatales (0,66-2,62%) (Chang et al., 2012; Hang et al., 2008; Mademont-Soler et al., 2011;
Ocak et al., 2014; Ekin et al., 2014; Nishiyama et al., 2015) dado que se trata de la aneuploidia
autosdmica con mayor viabilidad y a la cual estan enfocados basicamente los programas de
screening prenatal. Hemos detectado una frecuencia del 1,57%, constituyendo el 50% de las
aneuploidias caracterizadas (Tabla 12). Estas cifras fueron superiores a las encontradas por
Wallesley et al., 2012 (0,23%) en nacidos vivos, justificado por la tasa de mortalidad de este
sindrome intrautero, asi como por la interrupcion de las gestaciones detectadas prenatalmente.
Una vez implementado el criterio Cribado combinado del 1° trimestre, se ha detectado un
incremento en el niumero de fetos con trisomia 21 diagnosticados en el ultimo periodo del
anadlisis, aunque el estudio estadistico no ha mostrado diferencias significativas (p=0,722)
(Tabla 14). Por el contrario y respecto a la capacidad diagnéstica de las indicaciones mas

prevalentes, la frecuencia de esta trisomia en el criterio Edad materna avanzada ha mostrado
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tasas de deteccién muy inferiores cuando se han comparado con las indicaciones Marcador
ecografico (p<0,001) y Cribado combinado del 1° trimestre (p<0,01) (Tabla 15).

El Sindrome de Edwards (trisomia 18) es la segunda alteracion numérica con mayor
frecuencia gestacional, con porcentajes que oscilan entre 0,21-0,50% (Karaoguz et al., 2006;
Mademont-Soler et al., 2011, Han et al., 2008, Ekin et al., 2014; Méndez-Rosado et al., 2014;
Ocak et al., 2014, Balkan et al., 2011 y Chang et al, 2012). En nuestro analisis se ha detectado
en el 0,56%, de las amniocentesis realizadas (Tabla 12). Esta aneuploidia es causa del aborto
involuntario en 1 de cada 5 gestaciones, lo que justifica la diferencias entre las frecuencias
prenatales y postnatales (0,06%; Wallesley et al., 2012). El 73,8% de los cariotipos
diagnosticados con esta alteraciéon fueron referidos por Marcador ecografico, lo cual pone de
manifiesto la elevada eficacia de este criterio para la seleccion de gestante en riesgo de
aneuploidia, con diferencias significativas cuando se compara con la Edad materna avanzada
(p<0,001) (Tabla 15). En contraposicion, la deteccién de trisomia 18 no ha mostrado diferencias
entre EMA y CC1 (p=0,89) (Tabla 15).

Las aneuploidias sexuales presentan frecuencias en nacidos vivos entre 0,25-0,40%
(Boyd et al., 2011). La monosomia X es la aneuploidia sexual con mayor incidencia en nuestro
estudio, probablemente debido al hecho de ser la Unica aneuploidia de los cromosomas
sexuales asociada a hallazgos ecograficos; de hecho, el 80% de los casos (Tabla 15) se han
identificado en gestantes referidas para estudio invasivo por este criterio (Balkan et al., 2011 y
Ekin et al., 2014; Wu et al., 2013), no encontrando asociacién de esta alteracion con la
indicacion Edad materna avanzada, en consonancia con la observacion aportada por Schinzel
A., 2001, y mostrando una diferencia significativamente mas inferior cuando se comprara con el
criterio Marcador ecografico (p<0,001) (Tabla 15). El sindrome de Patau (trisomia 13) es la
aneuploidia autosémica con menor frecuencia tanto en estudios prenatales como en recién
nacidos (0,023%) (Wallesley et al, 2012); en nuestra serie ha presentado una prevalencia del
0,16% (Tabla 12), la cual se encuentra dentro de los rangos descritos en series anteriormente
publicadas (0,03-0,35%; Han et al., 2008, Wu et al., 2013). La capacidad diagndstica de la
indicacion Marcador ecografico frente a la Edad materna avanzada ha presentado una
diferencia significativa (p<0,001) (Tabla 15). Las trisomias sexuales (47, XXY y 47, XXX) no
han mostrado una asociacion estrecha con ninguna de las indicaciones mas prevalentes.
(Tabla 15), aunque de manera global, el 69% de los cariotipos que mostraban estas
aneuploidias se han identificado en madres con edad avanzada (24/35), observacion semejante
a la referida por Viatkovic et al., 2014. A pesar de que el algoritmo para el cribado combinado
del 1° trimestre ha demostrado una alta eficacia para detectar sindrome de Down, no se
muestra sensible para la identificacién de aneuploidias sexuales; asi, el trabajo reportado por

Viuff et al., 2015 refleja unas tasa de deteccion para estas aneuploidias del 30% y de manera
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especifica para sindrome de Turner, sindrome de Klinefelter, cariotipo 47, XXXy 47, XYY del
38%, 13%, 16% y 5% respectivamente. En nuestra serie hemos detectado un porcentaje similar
de aneuploidias sexuales en esta indicacién (26,66%), a partir de la inclusién del Cribado

combinado del 1° trimestre (Tabla 16).

Las gestaciones con cariotipos triploides son muy raras dado que dos tercios de estas
gestaciones se pierden antes de la 152 semana de gestacion. Las tasas de deteccion prenatal
oscilan entre 0,01-0,09% (Chang et al., 2012, Wu et al., 2013; Karaouguz et al., 2006, Ocak et
al., 2014, Mademont-Soler et al., 2011) mientras que en nuestra serie han presentado una
frecuencia del 0,16% (Tabla 12). Cerca del 90% de los casos han sido detectados en fetos con
marcador ecografico mostrando una diferencia significativa frente a los detectados en Edad
materna avanzada (p<0,001) (Tabla 15), junto a una dotacién sexual XXX en el 78,90% de los
cariotipos con esta patologia (ver apartado 4.5.1 del documento). Las referencias bibliograficas
respecto a la incidencia prenatal de aneuploidias infrecuentes son muy escasas; unicamente
hemos encontrado una publicacion de Ekin et al., 2014, en la que describe una tasa del 0,19%,
algo superior a la encontrada en nuestro estudio (0,12%) (Tabla 12). Estas cifras son mas altas
que las descritas en nacidos (0,086%; Wallesley et al., 2012) debido a la elevada letalidad que
llevan implicitas. No hemos encontrado diferencias significativas en la capacidad de deteccion
para estas alteraciones entre las indicaciones Marcador ecografico y Edad materna avanzada
(p=0,744) (ver apartado 4.5.1 del documento).

5.2.2- Reordenamientos cromosomicos estructurales (RCEs)

La informacion disponible en relacion a los Reordenamientos cromosdmicos estructurales
(RCEs) es muy pobre. El diagndstico de estas anomalias constituye una situacion de dificil
gestion en el asesoramiento genético y requiere tanto una evaluacion citogenética cuidadosa
como una interpretacion estricta del significado clinico. Es de gran importancia obtener el
cariotipo de los padres para determinar si el reordenamiento ha sido heredado o de novo.

En este estudio hemos encontrado que 1 de cada 86 amniocentesis (1,16%) (ver apartado
4.5.2 del documento) presentaba un reordenamiento estructural;, como era de esperar, esta
frecuencia ha sido superior a la referida en nacidos vivos (0,24%) (Gardner and Sutherland,
2004) debido a las interrupciones voluntarias de embarazo por la posible repercusion clinica y
letalidad de estas alteraciones. Este dato ha sido concordante con el obtenido por Han et al.,
2008 (1,19%) y muy similar al reportado por Balkan et al., 2011 y Ekin et al., 2014 (1,21% vy
1,36% respectivamente), aunque superior a la reportada por Nishiyama et al., 2015 (1,06%). La
comparacion de las frecuencias de deteccion entre los dos Ultimos quinquenios del estudio ha
mostrado diferencias significativas (p<0,005) alcanzando una tasa del 2,26% en el periodo

2009-2013 (Tabla 17), la mas elevada reflejada en series publicadas con un periodo de estudio
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semejante. Esta capacidad diagndstica se ha debido fundamentalmente a la incorporaciéon de
nuevas tecnologias a las técnicas citogenéticas convencionales (sondas FISH para diagndstico
de microdeleciones y Arrays-CGH) asi como la mejora de los estudios fetales por incorporacion
de nuevos marcadores a los estudios con ultrasonidos.

La mayoria de las anomalias estructurales prenatales son de origen familiar (Caron et al.,
1999), y conllevan un riesgo muy bajo de repercusion clinica (Caron et al., 1999; Gardner and
Sutherland, 2004), sin embargo, en ocasiones los hijos de portadores de estas alteraciones
presentan anomalias fenotipicas aun cuando la alteracién es semejante a los padres, lo que
ocasiona controversias en cuanto a la etiologia de las malformaciones.

La identificacion de un RCEs de novo esta asociada en muchas circunstancias a efectos
fenotipicos adversos. Nuestro trabajo ha mostrado una prevalencia del 0,41% (ver apartado
4.5.2 del documento), similar a la descrita por Tseng et al., 2006 y superior a la reportada por
Park et al., 2003 (0,30%); si la alteracion es aparentemente equilibrada, la probabilidad de
repercusion se estima en aproximadamente 10% (Warburton et al., 1991; Peng et al., 2006), sin
embargo, cuando se detecta un desequilibrio cromosémico, la afectacion fetal es dificil de
predecir ya que depende fundamentalmente del contenido génico de las regiones delecionadas
o duplicadas y de la distribucion génica adyacente a los puntos de rotura. No hemos detectado
diferencias significativas en la deteccidon de reordenamientos de novo, aunque su frecuencia de

deteccion ha aumentado a lo largo del estudio (Tabla 18).

5.2.2.1- Reordenamientos equilibrados

Como era de esperar, la indicacion que ha presentado mayor frecuencia para estos
reordenamientos ha sido Pareja portadora de reordenamiento estructural (PPR) (Tabla 20).
Estas alteraciones se postulan como cromosomopatias con baja probabilidad de repercusion
clinica por lo que su identificacion se produce habitualmente al azar. Excluyendo la indicacion
PPR, la frecuencia de reordenamientos equilibrados no han mostrado diferencias significativas
entre el criterio Marcador ecografico y el resto de indicaciones (Tabla 21).

Los trabajos prenatales que recogen resultados para estas alteraciones muestran frecuencias
entre 0,50-0,93% (Wu et al., 2013, Yakut et al., 2014, Ekin et al., 2014; Han et al., 2008; Chang
et al., 2012; Karaouguz et al., 2006; Nishiyama et al., 2015; Mademont-Soler et al., 2011;
Balkan et al., 2011), mientras que estos valores disminuyen al 0,1% en recién nacidos
(Warburton et al., 1991) probablemente debido a que la mayoria de estas anomalias no
muestran repercusion clinica y por tanto no son identificadas en los sujetos portadores.
Nuestros datos estan en consonancia con los anteriormente descritos, reflejando una
frecuencia del 0,73% (Tabla 19). La deteccién de RCEs equilibrados durante el ultimo
quinquenio de nuestro analisis se ha incrementado hasta el 1,37% (ver apartado 4.5.2 del

documento), tasa superior a la descrita por Ekin et al., 2014, presentando diferencias
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estadisticamente significativas en su comparacion con las detectadas en el quinquenio 2004-
2008 (p<0,05).

5.2.2.1.1 Translocaciones reciprocas

Las series prenatales sin sesgo por indicacion reflejan que estas alteraciones son los RCEs
balanceados que presentan una mayor incidencia en estos estudios (1/200-1/390) (Han et al.,
2008; Chang et al., 2013; Ekin et al., 2014, Peng et al., 2006), resultados conformes con los
reflejados en nuestro analisis (1/262 amniocentesis; 0,38%) (Tabla 19). En el 51% de los casos,
la indicacién para realizar amniocentesis ha sido Parejas portadoras de estas anomalias (ver
apartado 4.5.2 del documento), mostrando este criterio una sensibilidad significativa para la
deteccion de estas alteraciones frente al criterio Marcador ecografico (p<0,001) (Tabla 21).

El 50% de las parejas portadoras de este reordenamiento no conocian su estado de portador
antes de realizar la amniocentesis, observacion realizada también por Chen et al., 2005; 2010.
La importancia clinica de estas cromosomopatias depende tanto del equilibrio de dosis génica
como del origen de la alteracion; si éste es familiar, el riesgo es bajo; sin embargo algunos
autores le atribuyen un impacto fenotipico severo en individuos portadores de la misma
anomalia que su parental, debido a mecanismos de disomia uniparental o microdelecién en loci
adyacentes al punto de rotura (Smeets et al., 1992; Wagstaff et al., 1995; Liao et al., 2011,
Giardino et al,. 2006). En nuestro estudio, la tasa de estos reordenamientos heredados ha sido
del 0,32% (Tabla 19), no detectando prenatalmente asociacion con alteraciones ecograficas en
ninguno de los fetos afectos, en consonancia con los resultados de Vasilevska et al., 2013. La
aplicacion de Array-CGH en estos fetos no fue posible dado que su identificacion ha sido
anterior a la implementacion de esta metodologia. Estudios previos encuentran que la mayoria
de las veces, las translocaciones reciprocas heredadas presentan un origen paterno,
encontrando resultados semejantes en nuestro trabajo (65% del total, apartado 4.5.2 del
documento) (Thomas et al., 2006).

Las translocaciones reciprocas de novo son menos habituales en citogenética prenatal, con
frecuencias menores del 0,1% (Vasilevska et al., 2013; Warburton et al., 1991; Peng et al.,
2006), magnitud similar a la detectada en nuestro analisis (0,06%) (Tabla 19). EI conocimiento
del origen y los mecanismos de formacion parental de las translocaciones reciprocas de novo
es limitado. El riesgo de anomalias congénitas severas para estas alteraciones de novo se
estima entre 6,1-6,6% (Warburton D., 1991, 2006). En nuestro estudio, 1 de cada 1666
amniocentesis (0,06%) (Tabla 19) han presentado esta cromosomopatia, en concordancia con
los resultados de Giardino et al., 2009. La aplicacién de los Array-CGH en este tipo de
cromosomopatia ha demostrado una elevada eficacia para establecer la posible repercusiéon
fenotipica, asi De Gregori et al., 2007 encuentran que el 42% de los individuos con esta

alteracion analizados en su trabajo y que mostraban fenotipo anormal, presentaban deleciones
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cripticas. En nuestro estudio no se ha podido realizar el seguimiento de los nacidos con
translocacion reciproca, sin embargo, a partir de la introduccion de los Array-CGH hemos
diagnosticado una translocacion de novo con delecion heterocigota en el punto de rotura de
uno de los cromosomas implicados, que presentaba como indicacion Marcador ecografico para
realizar amniocentesis (doble burbuja gastrica y agenesia de cuerpo calloso). El resto de
translocaciones reciprocas de novo fueron diagnosticadas anteriormente a la implementacion
de los técnicas citogenomicas.

La translocacion (11; 22) es la mas prevalente dentro de este grupo de anomalias (Ohye et al.,
2010); resultado observado también en nuestro trabajo. Hemos encontrado que, de manera
independiente, el cromosoma 11 ha sido el implicado con mayor incidencia en las

translocaciones reciprocas, no encontrando referencias para esta observacion en la literatura.

5.2.2.1.2 Translocaciones Robertsonianas (ROBs)

Las Translocaciones Robertsonianas se han presentado con una frecuencia del 0,19% (Tabla
19), dos veces superior a la descrita en nacidos vivos, dado que los padres portadores de este
tipo de anomalia tienen mayor probabilidad de someterse a un diagnéstico prenatal
citogenético, y en consonancia con los rangos descritos en la bibliografia (0,10-0,38%) (Wu et
al., 2013; Han et al., 2008; Peng et al., 2006; Balkan et al., 2011; Valisewska et al., 2013;
Chang et al., 2012; Ekin et al., 2014, Keymolen et al., 2011). Exceptuando la indicacién Pareja
portadora de reordenamiento estructural, no hemos detectados diferencias significativas en la
incidencia de estas alteraciones en las diferentes indicaciones (Tabla 21). Aproximadamente
1/3 de las parejas no conocian su estado de portador previamente a la amniocentesis. Se ha
descrito que los productos resultantes de la segregacion meiética, en varones portadores de
translocaciones Robertsonianas, se originan principalmente por el modo de segregacion
alternativa (> 75,0%), dando lugar a gametos equilibrados, datos que se correlacionan con los
encontrados en este trabajo (80% de los casos) (Honda et al., 2000; Antén et al., 2004). Como
era de esperar, respecto a la composicidon cromosomica de las translocaciones Robertsonianas,
en el 75% de los casos se trataban de ROBs heterdlogas del tipo der(13q;14q) y der(14q;21q)
(Zhao et al., 2015).

La mayoria de las ROBs fueron heredadas (86,9%; 0,17% frecuencia en el total de
amniocentesis) (Tabla 19), semejante a las razones que muestran los trabajos de Peng et al.,
2006 y Keymolen et al., 2011, de las cuales unicamente el 13% mostraron marcador ecografico
en revisiones posteriores a su identificacion. Una pequefia proporcion han sido originadas de
novo (<15%; 0,02% frecuencia en el total de la serie) (Tabla 19), cifra similar a la presentada
por Giardino et al., 2009 y Peng et al., 2006. La repercusion fenotipica de ROBs de novo se
estima en 3,7% (Warburton D., 1991), sin que en el momento actual se haya podido actualizar

este riesgo para mejorar el consejo genético prenatal.
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5.2.2.1.3 Inversiones

Estas anomalias equilibradas muestran prevalencias similares a las translocaciones
Robertsoniana en las series prenatales (0,10-0,26%) (Yakut et al., 2014, Tseng et al., 2006;
Mademont-Soler et al., 2011; Karaouguz et al., 2006; Han et al., 2008; Peng et al., 2006; Wu et
al., 2013), con una frecuencia en nuestro estudio del 0,15% (Tabla 19). Tal como ocurre en el
resto de reordenamientos equilibrados, la identificacion de estas alteraciones ha mostrado una
diferencia significativa en la indicacion Pareja portadora de reordenamientos estructural cuando
se ha comparado con el resto de criterios de seleccion (p<0,01) (Tabla 21). Su origen es
predominantemente familiar (el 78% de las identificadas en nuestro trabajo presentaban esta
condicion; Tseng et al., 2006; Wu et al., 2013; Peng et al., 2006). Varios autores demuestran
que los portadores de este reordenamiento presentan un incremento en el riesgo de
descendencia con un cariotipo recombinante desequilibrado frente a las translocaciones
reciprocas y Robertsonianas (Balicek et al., 2001; Bocian et al., 2005). La bibliografia refleja
que 2/3 de las inversiones son pericéntricas, cifra semejante a la encontrada en nuestra serie
(aproximadamente un 70%) (Muss et al., 2007). En nuestro estudio, los cromosomas 4, 2 y 12
han sido los mas frecuentemente implicados en inversiones pericéntricas (ver apartado 4.5.2
del documento), mientras que no hemos detectado diferencias en los implicados en la categoria
paracéntricas. Borgaonkar et al., en 1997 encuentra resultados similares para las pericéntricas
y una prevalencia mayor de los cromosoma 3 y 7 en las paracéntricas. Esta discordancia puede
ser debida al pequefo numero de inversiones paracéntricas detectadas en nuestra serie.

Las inversiones de novo se describen con frecuencias inferiores al 0,03% (Giardino et al., 2009;
Tseng et al., 2006; Warburton D., 1991; Peng et al., 2006), encontrando en nuestro analisis una
incidencia del 0,03% (Tabla 19). Segun Warburton D., 1991 se trata de los RCEs
aparentemente equilibrados con mayor probabilidad de repercusion, estableciendo un riesgo de
anomalias fenotipicas severas del 9,4%. Aunque el numero de casos ha sido muy limitado
(4/18), ninguno de ellos estaba asociado a la indicacion Marcador ecografico.

Hasta la introduccion de los Array-CGH, el consejo genético que se podia establecer, tanto en
inversiones familiares como de novo, era el reportado por Warburton D., 1991. Esta
metodologia nos ha permitido depurar el riesgo de reordenamiento adicional en dos casos con
inversion familiar, no detectando en ninguno de ellos variacion en el numero de copias,
mientras que en los casos de novo no se puedo utilizar esta metodologia por detectarse
anteriormente a la implementacion de Array-CGH.

De manera general, en el manejo de las gestaciones en las que se ha diagnosticado un RCEs
equilibrado, independientemente de su origen, es imprescindible un examen ecografico

exhaustivo asi como establecer el origen de la alteracion.
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5.2.2.2- Reordenamientos desequilibrados

Los desequilibrios cromosdmicos conllevan, en su mayoria, una repercusion clinica severa. En
ocasiones estas alteraciones se pueden identificar prenatalmente, asi en nuestro serie, 1 de
cada 238 amniocentesis realizadas mostraban este tipo de anomalia (0,42%) (Tabla 19), en
consonancia con las frecuencias descritas en trabajos precedentes (0,10-0,55%) (Karaouguz et
al., 2006; Wu et al., 2013; Yakut et al., 2014, Han et al., 2008, Chang et al., 2012, Mademont-
Soler et al., 2011; Nishiyama et al., 2015; Balkan et al., 2011; Ekin et al., 2014). Estos
desequilibrios son muy raros en nacidos vivos y se observan en con una frecuencia del 0,03%
(Gardner and Sutherland, 2004).

Tal como puede esperarse, las parejas portadoras de un reordenamiento equilibrado son las
que han presentado mayor tasa de gestaciones desequilibradas, mostrando diferencias
significativas en la comparacion con la tasa de deteccién encontrada en la indicacion Marcador
ecografico (p<0,05) (ver apartado 4.5.2 del documento). Cuando se contrasta la tasa de
deteccion para estas alteraciones entre Marcador ecografico y Edad materna avanzada, las
diferencias estadisticas son aun mayores (p<0,001). La deteccién de RCEs desequilibrados
durante el ultimo quinquenio del analisis se ha incrementado hasta el 0,89% (incluyendo 3
casos con Microdelecion 22q11.2), tasa superior a la descrita por Ekin et al., 2014., aunque no
ha mostrado significacion estadistica cuando se ha comparado con las frecuencias del periodo
2004-2008. (p=0,115).

5.2.2.2.1 Derivados de translocacion desequilibrados

La prevalencia de estas anomalias en el presente estudio ha sido del 0,13% (ver apartado 3.5.2
del documento), superior a la encontrada por Mademont-Soler., 2011 (0,05%), Karaoguz et al.,
2006 (0,06%), Vasilevska et al., 2013 (0,05%) y Nishiyama et al., 2015 (0,07%). Cuando el
origen de estas alteraciones es parental, unicamente se detectan en estudios prenatales si el
producto de la meiosis es viable (Fressen et al., 2008), ya que en caso contrario estas
anomalias dan lugar a efectos deletéreos que terminan en abortos muy tempranos, no
alcanzando la etapa gestacional para realizar la amniocentesis. Ademas de la indicacion
Parejas con reordenamiento estructural, el criterio Marcador ecografico ha sido la indicacién
que ha mostrado mayor capacidad de deteccion para estas alteraciones con un valor p<0,001
cuando se ha comparado con el criterio Edad materna avanzada (Tabla 21), de acuerdo con los
resultados de Fressen et al., 2008, Chen et al., 2009; 2011 y Vasilevska et al., 2013. Chen et
al., 2011 refleja que en un elevado numero de casos, la pareja no conocia su estado de
portador de translocacion equilibrada, siendo los resultados prenatales los que han revelado
esta situacion; en nuestro estudio el 30% de las gestaciones han mostrado esta caracteristica.
Respecto a los derivados de translocacion con origen de novo, los cuales se producen por

errores aleatorios en la gametogénesis o por roturas cromosomicas y reunion erronea en
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cromosomas interfasico, es bien conocido que se asocian a trastornos en el neurodesarrollo,
cuyas frecuencias prenatales son <0,5% (Vasilevska et al., 2013); en el presente estudio han

mostrado una prevalencia del 0,026% (Tabla 19).

5.2.2.2.2 Deleciones

Los datos en la bibliografia de la incidencia de deleciones son muy limitados. Se han estimado
frecuencias de alrededor del 0,02% en nacidos vivos (Forrester and Merz, 2007; Wallesley et
al., 2012), el 70% de los cuales presentan malformaciones graves, fundamentalmente
cardiopatias (Baena et al., 2003; Forrester et al., 2007). Algunos trabajos realizados sobre
deleciones familiares de pequefio tamafo no encuentran afectacion fenotipica cuando se
producen en determinados cromosomas (Yakut et al., 2015). La prevalencia de estas
cromosomopatias en nuestra serie ha sido del 0,095% (Tabla 19), donde el origen de novo se
ha identificado en el 91% de los casos, lo que concuerda con los resultados de otras series
publicadas anteriormente (0,007-0,18%) (Chang et al., 1012; Jacobs et a.l, 1992; Yakut et al.,
2014; Han et al., 2008; Nishiyama et al., 2015; Mademont-Soler et al., 2008; Ekin et al., 2014;
Balkan et al., 2011). La capacidad de deteccién prenatal se encuentra, segun algunos estudios,
entre el 30-50% (De Vigan et al., 2001; Stoll et al., 2001, 2002; Forrester and Merz, 2002;
Baena et al., 2003; Wallesley et al., 2012); estas diferencia se deben fundamentalmente a la
resolucion de las técnicas de citogenética convencional utilizadas y a la disponibilidad de la
metodologia Arrays-CGH en los distintos laboratorios. Hemos detectado las deleciones del
cromosoma 22 con una mayor frecuencia (27,27% de los casos) respecto al resto de los
cromosomas implicados en estas alteraciones (4, 6, 8, 9,14, 16, 18 y X), los cuales han
presentado una incidencia similar. Estos resultados coinciden con los de Forrester et al., 2007
pero no con los publicados por Lin et al., 2014, que encuentra una mayor frecuencia de
deleciones del cromosoma 5 y Forobosco et al, 2009 del cromosoma 4. La capacidad de
deteccion del criterio Marcador ecografico (0,49%) (Tabla 20) ha sido significativa en
comparacion con la indicacion Edad materna avanzada (0,05%) (p<0,001) (Tabla 21). En
nuestra serie, el 63,6% de las deleciones fueron intersticiales (ver apartado 4.5.2 del
documento), resultado semejante al de Yakut et al., 2014, mientras que Lin et al., 2014
encuentran una tasa mayor para deleciones terminales (74,2%).

Es de resaltar que la proporcion de sexos en este tipo de alteraciones no ha sido equilibrada,
con una proporcion 2:1 de cariotipos femeninos respecto a los masculinos, encontrando otros
autores incluso una mayor desproporcion entre sexos (Hook et al, 1984, Forrester and Merz,
2007, Lin et al., 2014).
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5.2.2.2.3 Duplicaciones

En base a los resultados publicados por Wallesley et al., 2012, la capacidad de deteccion
prenatal de estas alteraciones es limitada. Estos autores describen una tasa de duplicaciones
en nacidos vivos del 0,007%, con una capacidad de deteccion prenatal del 48%, siendo el
cromosoma 15 el que se encuentra implicado con una mayor frecuencia (14%). Ademas
establecen que se han descrito duplicaciones en todos los cromosomas del complemento
humano excepto en los cromosomas 21 e Y, y la ausencia de diferencias en el sex ratio, lo cual
corroboramos en nuestro estudio. Respecto a la repercusion fenotipica de las duplicaciones,
generalmente muestran un menor impacto clinico que las deleciones, por lo que el numero de
sindromes clinicos asociados a las duplicaciones es muy pequefio, al contrario de los que
sucede con las deleciones. Ademas, este tipo de anomalias se detectan con menor frecuencia
que las deleciones, a pesar de que ambos eventos pueden originarse por el mismo mecanismo
de desalineamiento y entrecruzamiento desigual mediado por la presencia de repeticiones de
bajo numero de copias (Forobosco et al., 2009; Stankiewicz et al., 2002). La prevalencia
encontrada en las amniocentesis muestra valores entre 0,02-0,21% (Chan et al., 2012; Ekin et
al., 2014), rango dentro del cual se encuentran nuestros resultados (0,069%; 1/1500
amniocentesis realizadas) (Tabla 19). En consonancia con los resultados de Forobosco et al.,
2009 hemos detectado diferencias en la identificacion de deleciones (1/1000 amniocentesis
realizadas) frente a duplicaciones (1/1500), aunque menos marcada. Es probable que esta
diferencia en su deteccion se deba a la dificultad de identificarlas con las técnicas citogenéticas
convencionales, produciendo un sesgo a favor de las deleciones. La mayor parte de estas
alteraciones se originan de novo, mostrando una frecuencia en nuestra serie del 87% (0,06%
en el total de la serie) (Tabla 19), siendo tres veces superior a la reportada por Wu et al., 2013.
El criterio Marcador ecografico ha mostrado una mayor capacidad de deteccion para
duplicaciones que la indicacion Edad materna avanzada, siendo estas diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05) (Tabla 21).

5.2.2.2.4 Cromosomas marcadores supernumeratios (SSMC)

La caracterizacion de un sSMC de novo en los estudios prenatales tiene una enorme
importancia para establecer un consejo genético adecuado, dado que se trata de alteraciones
estructurales que, dependiendo del cromosoma de origen asi como del contenido génico,
pueden dar lugar a graves alteraciones fenotipicas o ser considerados benignos. Asi,
Warburton D., 1991 y Liehr et al., 2009 describen un riesgo de repercusion severa del 14,7%,
cuando los sSMC se originan de cromosomas no satelitados y entre el 7-10,9% para los que
proceden de satelitados. Si se detecta un sSMC derivado del cromosoma 15 se debe descartar
disomia uniparental (responsable en algunas ocasiones del sindrome de Prader-Willi), situacién

que sucede en el 5-10% de los sSMC derivados de este cromosoma (Liehr et al., 2005). En
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nuestra serie hemos podido establecer el origen de estos marcadores en el 50% de los casos,
de los cuales dos correspondian a derivados del cromosoma 15, en uno de los cuales no se
pudo descartar disomia uniparental, por no disponer de metodologias adecuadas en los
primeros 15 afios de este trabajo. Se admite que en la poblacién general existen 2,7x10°
individuos portadores de cromosomas marcadores, el 70% de los cuales son fenotipicamente
normales; sin embargo entre el 30-50% de las gestaciones con sSMC que se diagnostican
prenatalmente son interrumpidas por el riesgo de repercusién clinica. Todo esto pone de
manifiesto la necesidad de mejorar el establecimiento de la correlacién genotipo-fenotipo en
estas anomalias para mejorar el asesoramiento genético.

La incidencia estimada en estudios prenatales en liquido amnidético no seleccionados es del
0,059-0,14% (Malvestiti et al., 2014; Liehr et al., 2007; Wu et al., 2013), acompafandose de un
riesgo global de anomalias fenotipicas del 26% (Graf et al., 2006). Nosotros hemos encontrado
una frecuencia del 0,086% (Tabla 19). Alrededor del 70% de los casos se manifiestan en
mosaico (Malvestiti et al., 2014, Dalpra et al., 2005, Starke et al., 2003), lo que corroboramos en
nuestra serie.

No hemos identificado sSMC en gestaciones referidas por Marcador ecografico y la incidencia
de estos reordenamientos entre las indicaciones Edad materna avanzada y Ansiedad materna
no ha mostrado diferencias significativas, por lo que estos reordenamientos no parecen estar
asociados a la edad de la gestante en el momento de la gestacién. Este resultado habia sido
encontrado anteriormente por Forobosco et al., 2009, sin embargo Malvestiti et al., 2014
encuentra una mayor prevalencia de determinados tipos de sSMC en gestantes con edad = 35

anos.

5.2.2.2.5 Cromosomas en anillo e Isocromosomas

Los cromosomas en anillo llevan implicita una gran variabilidad en la expresion clinica, de
manera que cada individuo portador presenta un fenotipo diferente. Las manifestaciones
clinicas dependen del tamafio de la delecién a la que da lugar este reordenamiento, asi como
del cromosoma implicado (Guilherme et al., 2011). En nuestro analisis hemos encontrado un
solo caso (0,008%) (Tabla 19) correspondiente a un cromosoma en anillo del cromosoma 4,
cuya indicacion para realizar amniocentesis fue Marcador ecografico; la prevalencia de estas
alteraciones ha sido menor a la reportada en las series contrastadas, que oscilan entre 0,011-
0,020% (Chang et a., 2012; Hang et al., 2008; Yakut et al., 2015), esta baja frecuencia puede
deberse a la inclusion de algunos cariotipos con este tipo de cromosomas en el grupo de
cromosomas marcadores, debido al pequefio tamafio que presentaban.

Los Isocromosomas son los RCEs desequilibrados que muestran menos prevalencia en
estudios prenatales (0,011-0,020%) (Chang et al., 2012; Wu et al., 2013), aunque en nuestro

trabajo han presentado una incidencia superior (0,034%) (Tabla 19); estas alteraciones han
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sido diagnosticadas en gestaciones con indicacion Marcador ecografico o Edad materna
avanzada, aunque no hemos encontrado diferencias significativas entre las frecuencias
detectadas en ambos criterios.

De las diferentes cromosomopatias referidas anteriormente, que incluyen desde aneuploidias
graves hasta reordenamientos posiblemente benignos, se deduce que la identificacion de una
alteracion cromosomica requiere una interpretacion individualizada de las posibles
consecuencias clinicas, utilizando la metodologia obstétrica y citogenética a nuestro alcance,
que nos permita transmitir una informacion clara y objetiva a las parejas para tomar la decision

mas adecuada respecto al embarazo.

5.3 Valor predictivo positivo (VPP) de las diferentes indicaciones

El VPP mas elevado, entendido como como el porcentaje de cariotipos anormales detectados
en una indicacidon especifica, ha sido el correspondiente al criterio Padres portadores de
reordenamiento estructural (23,71%) (Tabla 22 y Tabla 23). Debido a la alta probabilidad de
transmisién, tanto de gametos equilibrados como desequilibrados, se trataba de un hallazgo
esperado, con unas frecuencias semejantes a las descritas en la bibliografia, con valores de
hasta el 42% (Mademont Soler et al., 2011; Gaudry et al., 2012; Chang et al., 2012; Ekin et al.,
2014).

Si excluimos estos resultados y en consonancia con otras series publicadas, el hallazgo de un
marcador y/o malformacién ecografica ha sido la indicacion mas eficiente para la seleccion de
gestantes en riesgo de cromosomopatia, lo que confirma que los estudios ecograficos juegan
un papel esencial en la deteccién alteraciones citogenéticas prenatales. Hemos identificado un
VPP para este criterio del 22% (Tabla 22 y Tabla 24), cifra muy superior a las descritas por Han
et al.,, 2008, Tseng et al., 2006, Karaouguz et al., 2006, Balkan et al., 2011, Mademont-Soler et
al., 2011, Chang et al., 2012, Danisman et al., 2013 y Ekin et al., 2014, con rangos entre 5,3-
11,3% y similar a los encontrados por Lichtenbelt et al., 2011 y Nishiyama et al., 2015.
Atribuimos estas diferencias a que nuestro trabajo se ha realizado en un Centro hospitalario
terciario, de referencia para embarazos de riesgo tanto en el 1° como en el 2° trimestre
gestacional, lo que supone una cifra elevada de gestaciones con anomalias ecograficas De
manera especifica, este criterio ha manifestado la capacidad de identificacién mas elevada para
trisomia 21, trisomia 18, sindrome de Turner, triploidias y aneuploidias raras. La translucencia
nucal aumentada, considerada como marcador aislado, se ha asociado en el 30,4% de los
casos con alteraciones cromosomicas (ver apartado 4.6.2 del documento), demostrando ser
una medicion de alta eficacia para la identificacion de estas anomalias, tal como encuentran
Nicolaides et al., 2004 y Alamillo et al., 2013. Estos autores asocian la incidencia de anomalias
cromosémicas con el grosor de la translucencia nucal, de manera que tamafos entre 3,50-3,9

mm conllevan un riesgo de cromosomopatias del 10%; entre 4-4,9 mm (50%), entre 5-5,9mm
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(46%), 6-6,9mm (50%), 7-7,9 (40%) y medidas > 8,2 mm, 100%. En este trabajo no hemos
analizado esta relacion entre el grosor de la translucencia nucal y el porcentaje de aneuploidias
porque este marcador ecografico, como ya se ha explicado anteriormente, no se considera por
si solo para indicar una técnica invasiva, sino que esta incluido dentro del Cribado combinado
del 1° trimestre. A partir de la introduccion del criterio CC1, la capacidad diagndstica para
anomalias numéricas en la indicacion Marcador ecografico ha disminuido, mostrando
diferencias significativas (p<0,05) (Tabla 25), debido a la exclusién de la medida de la
translucencia nucal de este criterio. Sin embargo, la capacidad de deteccion tanto de RCEs
totales como RCEs desequilibrados se ha incrementado un 3%, como consecuencia del
perfeccionamiento de los estudios ecograficos y la introduccién de otros marcadores junto a la
incorporacion de la metodologia Array-CGH y nuevas sondas en la técnica de Hibridacion in
situ fluorescente; a pesar de este incremento no se observan diferencias estadisticamente
significativas (p=0,084) (Tabla 25).

Desde la implementacion del cribado combinado de 1° trimestre, el VPP de este criterio ha
mostrado un aumento de 5 puntos porcentuales en la deteccion de alteraciones numéricas
(p<0,05) (Tabla 27). Estos resultados demuestran la optimizaciéon alcanzada por el algoritmo
para el test de cribado, con una capacidad de deteccién del 6,66% (Tabla 26), porcentaje
similar al encontrado por Alamillo et al., 2013 y superior a los descritos por otros autores
(Mademont-Soler et al., 2011, Chang et al., 2012; Balkan et al., 2011; Ekin et al., 2014;
Nishiyama et al., 2015) que encuentran tasas entre el 2,2-5,3%. Hemos considerado relevante
resefiar que aproximadamente un tercio de las cromosomopatias diagnosticadas en este grupo
de seleccién (15/48) han sido diferentes a las incluidas en el test de cribado de 1° trimestre, tal
como describen anteriormente Alamillo et al., 2013, con alteraciones que han variado desde
aneuploidias potencialmente letales hasta RCEs que requieren estudios genéticos adicionales
para determinar su estado de equilibrio. Estos hallazgos generan una elevada ansiedad en la
embarazada, por lo que consideramos necesario realizar un consejo genético previo a la
realizacion del método invasivo para informar de estas posibles situaciones, que van a implicar

un manejo gestacional diferente al esperado.

Los trabajos publicados desde la década de los afios 70 hasta el estudio de Forobosco
et al., 2009 corroboran el incremento del riesgo de aneuploidias asociado a la edad materna,
aunque la utilizacion de este criterio como método unico en la seleccion de gestantes presenta
una baja sensibilidad. Nuestros resultados confirman esta observacion en base al VPP global
detectado (1,60%, muy inferior al manifestado en los criterios intragestacionales Marcador
ecografico y Cribado combinado del 1° trimestre) (Tabla 28). Esta apreciacion es avalada por la
pérdida de sensibilidad obtenida en el ultimo quinquenio analizado (Tabla 29), disminuyendo el

VPP a una tasa de 1,13% y afin a la bibliografia consultada (Cuckle H., 2005; Drugan et al.,
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2005), no obstante estas cifras no han mostrado diferencias significativas con el quinquenio
anterior (Tabla 29). Los trabajos de Nishiyama et al., 2015, Ekin et al., 2014 y Lichtenbelt et al..
2011 reflejan una disminucion en la frecuencia de alteraciones numéricas inversamente
proporcional al incremento de deteccidon que se produce una vez implementado el cribado
combinado de primer trimestre. De manera especifica, el nUmero de cariotipos con trisomia 21
también ha mostrado una disminucion en el ultimo periodo analizado aunque no hemos
detectado significacion estadistica (Tabla 29).

Al contrario de las aneuploidias, no se ha observado una asociacion significativa de los RCEs
de novo con la edad materna (Forobosco et al., 2009); esta caracteristica ha sido también
apreciada en nuestro trabajo al comparar la frecuencia de estas alteraciones entre las
indicaciones Ansiedad materna y Edad materna avanzada (p=0,731) (Tabla 31). Estas
alteraciones han presentado un VPP total del 0,33% (Tabla 28), detectando un ligero
incremento en el ultimo quinquenio del estudio (Tabla 30), aunque sin significacion estadistica.
De manera general, la tasa global de cromosomopatias descrita en la indicacion Edad materna
avanzada, en estudios previos de liquido amniético, oscila entre 2,2-3,4% (Mademont-Soler et
al., 2011, Chang et al., 2012; Balkan et al., 2011; Ekin et al., 2014; Nishiyama et al., 2015;
Nagel et al., 2007; Han et al., 2008; Tseng et al., 2006, Danisman et al., 2013), rango en el que
se encuentra incluida la frecuencia identificada en nuestro trabajo (2,25%) (Tabla 22); estas
cifras son sensiblemente inferiores a las encontradas en Marcador ecografico y Cribado
combinado del 1° trimestre, lo que ha hecho considerar esta indicacién obsoleta (Kim et al.,
2013; Cuckle H., 2005; Drugan et al., 2005). Otros autores (Ocak et al., 2014, Balkan et al.,
2011) encuentran incidencias del 5,2% y 7,1% respectivamente, debido a la utilizaciéon de
marcadores bioquimicos en suero materno como método de screening sin su inclusion en un
procedimiento integrado de cribado

A pesar de la recomendacién propuesta por EI American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG), 2007, que aconseja no utilizar la edad materna como método de
seleccion aislado, el desarrollo y los recursos disponibles en diferentes areas geograficas no
permiten implementar otros métodos de cribado, por lo que el numero de procedimientos
invasivos en gestantes con edad = 35 afios es muy elevado en estos lugares.

La optimizacién de los criterios de seleccion de gestantes en riesgo de cromosomopatia es un
objetivo prioritario para Obstetras y Genetistas en el ambito del diagndstico prenatal, siempre
en consonancia con el coste-beneficio de la prueba invasiva enfocado al riesgo asociado de
pérdida fetal, de manera que este riesgo debe estar equilibrado a la capacidad de deteccion de
patologia cromosémica. Aunque algunas referencias en cuanto a la tasa de aborto involuntario
parecen mostrar una disminucion significativa en los ultimos afos, producto de la mejora de los
equipos de ultrasonidos y la mayor experiencia del operador (Odibo et al., 2008; Eddelman et

al., 2006), un meta-analisis posterior describe una tasa de pérdidas del 0,6% en los primeros 14
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dias post-amniocentesis, que asciende hasta el 0,9% si se incluye un periodo hasta la 242
semana gestacional y alcanzando un 1,9% cuando se considera todo el periodo gestacional
(Mujezinovic and Alfirevic, 2007). Estas cifras son similares a las que nosotros proporcionamos
en el consentimiento informado previo a la realizaciéon de una amniocentesis, en el cual
comunicamos que el riesgo asociado a la prueba oscila entre 0,6-0,9%. Si por otra parte
tenemos en cuenta la prevalencia de la patologia cromosdmica en las gestantes en las que la
indicacion de la técnica fue simplemente Edad materna avanzada, se llega a la conclusion de
que el riesgo de enfermedad supera al de la prueba cuando la edad materna es igual o superior
a 40 afos (1,96% de anomalias numéricas; 1,26% de RCEs de novo; 3,22% de anomalias
totales), mientras que por debajo de este umbral de edad el riesgo de la técnica supera al de la
enfermedad (Tabla 32 y Tabla 33). Aun asi, hemos observado una disminucioén en la tasa de
deteccién global de alteraciones numéricas en el grupo de gestantes con edad = 40 afios,
siendo mas relevante en el caso de la trisomia 21 (Tabla 32). La disminucion de la patologia
detectada es producto del rendimiento del criterio Cribado combinado del 1° trimestre. En
contraposicion hemos observado un incremento en la capacidad de deteccion de
reordenamientos estructurales de novo (Tabla 32 Tabla 33).

La capacidad diagnéstica global del criterio “Ansiedad materna” ha sido del 1,20% (Tabla 34).
Es importante destacar que en el ultimo periodo del estudio, no hemos detectado alteraciones
numeéricas ni estructurales en esta indicacion, por lo que se debe considerar unicamente como

paliativo del strees materno.

La tasa de deteccion de alteraciones cromosomicas en gestantes con Hijo anterior con
cromosomopatia de novo ha sido del 1,6% (Tabla 36), superior a la referida Warburton et al.,
2004, trabajo que unicamente recoge tasas para recurrencia de aneuploidias, estableciendo
este riesgo en 1%, en consonancia con nuestros resultados (5/499 gestaciones) (Tabla 36).
Unicamente el trabajo de Caron et al., 1999 describe el riesgo de recurrencia para
reordenamientos estructurales en estas gestantes (0,5%), en consonancia con la detectada en
nuestro trabajo (0,6%) (Tabla 36).

La frecuencia de cromosomopatias en gestaciones remitidas por “Hijo anterior con
malformacion congénita” e “Historia de abortos de repeticion” han sido similar, con un VPP
aproximado del 1% (Tabla 37 y Tabla 39). En el primer criterio, las alteraciones numéricas se
han considerado consideran hallazgos casuales, mientras que en el segundo, la aneuploidia
diagnosticada mostraba una importante repercusion clinica, en consonancia con los resultados
reportados para esta indicacion. Respecto a los RCEs, no hemos encontrado diferencias en la
severidad de las alteraciones, dado que en ambos casos se ha identificado un caso de

inversion de novo.
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6.- CONCLUSIONES

1.

108

A lo largo de los afios se ha asistido a un cambio drastico en las indicaciones de
amniocentesis, de manera que se ha pasado de trabajar de forma casi exclusiva con
indicaciones clinicas como la edad materna, a modelos multiparamétricos, que incluyen

marcadores clinicos, bioquimicos y ecograficos.

En los ultimos afios hemos detectado a una disminucién en el numero de procedimientos
invasivos, a lo cual ha contribuido de forma decisiva la optimizacién de los criterios de

seleccion.

Este cambio en las indicaciones ha redundado en una mayor prevalencia de patologia
citogenética por numero de estudios realizados, alcanzando significacion estadistica, que

en el caso de los reordenamientos estructurales ha sido mas notoria.

La mayor parte de las trisomias 21 detectadas prenatalmente se identifican a través del

programa de cribado combinado de aneuploidias en el primer trimestre de la gestacion.

En el 30% de las gestaciones en las que el resultado citogenético es patoldgico, tras un
cribado combinado de aneuploidias en el primer trimestre de alto riesgo, la alteracion
cromosOmica es diferente a la esperada. Por ello, es necesario realizar un Consejo
genético posterior a la deteccion de un resultado de riesgo en el Cribado combinado de 1°
trimestre, para informar de los posible hallazgos citogenéticos tras la amniocentesis, que
pueden implicar un manejo gestacional diferente al esperado y una elevada ansiedad en

la pareja.

Las indicaciones de estudio citogenético con mayor rendimiento diagnéstico son Pareja
portadora de reordenamiento estructural y Marcador y/o malformacion ecogréfica. Estos,
sin duda, constituyen la herramienta mas eficiente para la identificacion de gestantes con

riesgo de cromosomopatia fetal en ausencia de factores de riesgo preconcepcionales.

La Edad materna <40 afios, como consejo para realizar un procedimiento invasivo, es un
criterio que se debe eliminar en los protocolos prenatales, siempre que el grupo de
trabajo disponga de métodos de cribado combinado que incluye marcadores ecograficos

y bioquimicos.



10.

Por el contrario, se debe recomendar la realizaciéon de estudio citogenético fetal a las
gestantes cuya edad en el momento de la concepcién sea = 40 afios, dado que la
incidencia de patologias no detectables con los programas de cribado actuales, es

superior al riesgo estimado de pérdida fetal tras la prueba invasiva.

El riesgo de recurrencia de un cariotipo patolégico en gestantes remitidas por hijo anterior

con alteracion cromosémica de novo es del 1,6%.

La identificacion de una alteracion cromosémica requiere una interpretacion
individualizada de las posibles consecuencias clinicas utilizando la metodologia obstétrica
y citogenética a nuestro alcance, que nos permita transmitir una informacion clara y

objetiva a las parejas para tomar la decision mas adecuada respecto al embarazo.
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