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Resumen

Objetivo: Nuestro objetivo fue determinar la utilidad de la hibridacion in situ con fluorescencia de células de las vellosidades corionicas
en interfase para el diagnostico prenatal del sindrome de Down. Métodos: Se analizaron 336 muestras de vellosidades corionicas mediante
preparacion directade los cromosomasy FISH con una sondade ADN especificadel cromosoma 21. Las muestras se obtuvieron como parte
delainvestigacion y del control obstétrico sistemético. Resultados. El muestreo y el cariotipo directo fue satisfactorio en todos los casos.
Al menos 50 células se valoraron por FISH en 331 de 336 muestras. Ambos métodos demostraron el sindrome de Down en 12 casos. Las
investigaciones de control demostraron que no habia ninglin resultado falso negativo ni falso positivo con estos procedimientos. Conclusién:
En funcion de estos resultados y de que es posible analizar por FISH de la interfase a menos diez veces més células que por los métodos
citogenéticos convencionales, y que estas células se originan de diferentes tejidos de las vellosidades coridnicas, se concluye que FISH
aumenta la fiabilidad del diagndstico. Sin embargo, son necesarios mas datos para realizar un andlisis estadistico correcto. Puesto que este
método es mas barato y consigue el diagnéstico antes que €l cultivo celular, se sugiere realizar una combinacion de la preparacion directa
delos cromosomasy FISH en las vellosidades coridnicas para el screening del sindrome de Down prenatal. © 2001 Elsevier Science Ireland
LTD. Reservados todos |os derechos.
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prerrequisito del andlisis cromosdmico convencional.

Esta técnica requiere técnicos muy entrenados y es muy
El diagndstico citogenético prenatal se ha convertido en cara.

una técnica que se redliza sistematicamente en mujeres que Lahibridacién in situ con fluorescencia (FISH) con sondas

Introduccién

tienen un riesgo mayor de dteraciones cromosdmicas. El pri-
mer método sistemético fue la amniocentesis en € segundo
trimestre con andlisis citogenético de las células dd liquido
amnidtico cultivadas. Actualmente, existen varias técnicas de
muestreo y métodos de laboratorio, de forma que es posible
elegir el més apropiado, dependiendo de algunas condiciones
(por gemplo, situacion anatdmica, razones para la investiga-
cién, edad gestacional).

El andlisis citogenético convencional de los tejidos
cultivados necesita largo tiempo y mucho trabajo para
aumentar el nimero de células en division, que es el

de ADN especificas facilita la deteccion de aberraciones cro-
mosdmicas numéricas y de otro tipo, incluso con los nlcleos
en interfase. El andlisis citogenético de lainterfase por FISH
permite puntuar alos cromosomas en células que no se estén
dividiendo [1].

Por gemplo, una célula que presenta trisomia del cromo-
soma 21 tiene tres sefiales, mientras que una célula normal
tiene dos. Se han publicado numerosos trabajos que presen-
tan la experiencia clinica de FISH sobre amniocitos no culti-
vados en e diagnostico prenatal [2-7]. Sin embargo, s solo
utilizamos células amnidticas no cultivadas, no obtenemos
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informacion de todo € conjunto de cromosomas. De acuerdo
con nuestra experiencia, por este motivo, la técnica FISH
aplicada sobre las vellosidades corionicas es incluso mas
favorable para € screening del sindrome de Down fetal. Es
posible usar la preparacién directa de cromosomas, que es
més barata que € cultivo y la paciente puede ser informada
en un tiempo més corto. El método FISH puede aumentar la
fiabilidad del diagndstico.

El objetivo de este estudio fue vaorar la exactitud, la uti-
lidad y las limitaciones del método FISH sobre las vellosida
des coridnicas, como parte del diagnéstico citogenético pre-
natal sistemético del sindrome de Down.

Materialesy métodos

Durante el periodo transcurrido desde enero de 1996 a
abril de 1999, se realizaron FISH y preparacion directa de los
cromaosomas en 336 muestras de vell osidades coridnicas con-
secutivas en e grupo de estudio. La edad de gestacién de las
pacientes oscil6 de 10 a 20 semanas. Se ofrecié la técnica de
FISH a aquellas pacientes que cumplieron a menos una de
las siguientes indicaciones: sospecha de sindrome de Down
por ecografia, un hijo anterior con sindrome de Down, prue-
bas de screening de suero materno indicativas de sindrome de
Down o edad materna entre 35 y 38 afios. Las mujeres ges-
tantes que no se incluyeron en € estudio se analizaron por
cultivos a largo plazo y preparacion cromosodmica directa, o
e redliz6 una amniocentesis.

Tras el consejo genético, se realizé un muestreo transab-
dominal de las vellosidades coriénicas abdominales
(MTAVC). El MTAVC se hizo en condiciones estériles
bajo guia ecografica continua, usando la técnica de doble
aguja. Las agujas aplicadas fueron de calibre 15 y 20 de
didmetro externo. Puesto que esta técnica necesita un dia
metro mayor, los procedimientos se hicieron con anestesia
local, con €l fin de reducir €l malestar de la paciente. No
hubo ningin muestreo fallido. Cuando la placenta (corion
frondoso) parecia ser inalcanzable segin la exploracién
ecogréfica realizada antes de esta intervencion, el muestreo
se retrasd a una edad de la gestacion més tardia, en la que
se hizo una amniocentesis (esas pacientes no se incluyeron
en el estudio). Siempre hemos tratado de evitar lainfeccién
transamniética por la aguja. Las muestras se separaron en
tres partes —una para la preparacion cromosoémica directa,
la otra para FISH y una pequefia cantidad de vellosidades
se reservé para € cultivo si uno de estos métodos, previa

mente mencionados, fallaba—. Las preparaciones directas
se hicieron por € método de Simoni et a. modificado [8].
Brevemente, las vellosidades se incubaron por la noche a
37°C en €l medio de Chang. Después de un tratamiento con
colcemida, hipotonizacion y fijacion, las muestras se des-
hidrataron en una serie de varios alcoholes. Las células de
las vellosidades se disociaron en una solucidn de écido acé-
tico al 40 y 60% y la suspension se coloco en portaobjetos
microscopicos templados. Las vellosidades destinadas a
FISH se disociaron con tripsina 'y colagenasa segun el
método de Bryndorf et al. [9] y las suspensiones celulares
se colocaron en un portaobjetos para microscopio con sili-
cona. Para este estudio utilizamos primero una sonda de
ADN cCMP21.a (Cambio) marcada con biotinay después
una sonda de ADN Qe21 (Oncor) marcada con DIG, que
son especificas del brazo largo del cromosoma 21.

El procedimiento se hizo siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las preparaciones se visudizaron en un micros-
copio OPTON (Zeiss, Alemania) equipado con una lampara
de mercurio HBO 200 w/4.

Se registré € nimero de sefiales fluorescentes por ndcleo.
En cada caso se puntuaron 100-200 células. S no habia a
menos 50 nucleos evaluables, € procedimiento no se consi-
der¢ satisfactorio.

Se envié un cuestionario a todas las pacientes después del
parto para conocer € resultado de la gestacion.

Resultados

En ¢ periodo del estudio se redlizaron 336 MTAVC para
FISH y preparacion directa de los cromosomas. La prueba
FISH se considerd insatisfactoria en cinco casos porque se
puntuaron menos de 50 nlcleos, pero incluso en estas prepa-
raciones existian 40 céulas anaizables. Con e andisis cro-
maosomico directo se encontraron 12 muestras que tenian un
cariotipo caracteristico de sindrome de Down (SD). En la
Tabla 1 se presenta la distribucion de las sefides de FISH por
nicleo cuando la preparacion directa de los cromosomas de
las vellosidades corionicas no demostraba la presencia de SD
(n=324). Se puntuaron dos sefiadles con la sonda de ADN
cCMP2l.a en e 88,54% (DE + 4,85, intervalo: 66,7-93,55)
de las cdulas. Esta tasa fue del 91,22% (DE + 3,64, interva-
lo: 73-97,41) con la sonda QE21. En laTabla 2 se presentala
distribucién de las sefides en los casos de SD. Se puntuaron
tres sefidles por cCMP21.a (n=3) en & 79,62% de los nlcleos
(intervalo: 72,3-87,45) y € 86,94% (intervalo: 81,1-94,57) de

Tablal
Distribucion de sefiaes en casos normales (n=234)
Una sefia Dos sefiaes Tres sefides Cuatro sefides
(%) (%) (%) (%)
cCMP21.a(N=77) 7,91 86,54 3,63 1,57
Intervalo 0,00-14,95 66,7-93,55 0,89-19,3 0,00-10,71
QE21 (N=247) 5,56 91,22 2,16 0,99
Intervalo 1,3-23,00 73,00-97,41 0,00-8,57 0,00-6,52




338 A. Téth, et al. / European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology (Ed. Espafiola) 2001; 1: 336-340

Tabla?2
Distribucion de sefiales en casos con sindrome de Down (n=234)

Una sefia Dos sefides Tres sefiales Cuatro sefidles
(%) (%) (%)
cCMP21.a (N=3) 4,29 13,99 79,62 1,89
Intervalo 1,74-7,72 6,82-18,64 72,3-87,45 1,37-2,61
QE21 (N=9) 1,35 86,94 3,19
Intervalo 0,00-4,08 2,33-15,54 81,1-94,57 2,14-4,27

los nulicleos mostré tres sefiales con la sonda de ADN QE21
en nueve casos de trisomia

El modelo de hibridacion de los tres casos de trisomia fue
claramente distinto del observado en las cdulas normales. En
funcién del estudio de seguimiento, no hubo ningin falso
negativo ni falso positivo en este estudio.

Las gestaciones con resultados anormales se interrumpie-
ron, siguiendo los deseos de la paciente. Después de la inte-
rrupcion de la gestacion en 12 casos de SD, quedaban dispo-
nibles nueve fetos para el andlisis citogenético. Los nueve
cultivos de fibroblastos confirmaron € diagnéstico original.

Discusion

La amniocentesis y el muestreo transabdominal de las
vellosidades coridnicas se utilizan sisteméticamente en nues-
tro laboratorio de citogenética, pero generalmente se prefiere
redlizar MTAVC incluso en € segundo y tercer trimestre de
la gestecion. Se prefiere d MTAVC a la amniocentesis por-
que € resultado se obtiene en pocos dias por determinacién
directa del cariotipo. Esta indicado realizar  método mas
rapido de que dispongamos cuando las anomalias detectadas
por ecografia requieran tomar decisiones obstétricas rapida-
mente. Hay una urgencia smilar cuando la edad de la gesta-
cién esta llegando a limite legal del aborto terapéutico. Esta
situacion es muy comun tras € screening del suero materno
en e segundo trimestre. En los casos de oligohidramnios y
anhidramnios, las biopsias placentarias son mas faciles de
redlizar que la amniocentesis 0 € muestreo de sangre fetal.

Hay pocos articulos sobre muestreo tardio de las vellosi-
dades coridnicas [10,11]. En funcidn de nuestras experiencias
con casi 4.000 MTAVC, latasa de aborto de este método esta
por debajo del 1%, de forma que no hay diferencia en com-
paracion con la amniocentesis, desde este punto de vista,
incluso en edades gestacionales més tardias. Por esto, no res-
tringimos & MVC (muestreo de las vellosidades coridnicas)
tardio a grupo de alto riesgo en nuestra rutina clinica. Entre
otros, € estudio de Cederholm y Axelsson [12] revel6 que la
amniocentesis precoz tiene una tasa de aborto mas atay mas
resultados insatisfactorios que el MVC, de forma que €l
MV C parece més adecuado también en este periodo.

En un estudio realizado en colaboracion por Hahnemann 'y
Vegerdev [13] se demostrd que e diagndstico citogenético de
las células trofobl asticas tenia un riesgo bajo, pero apreciable,
de resultados falsos. Se encontrd un resultado citogenético

ambiguo en @ 1,51% de las muestras del MV C. Se ofreci6
amniocentesis, 0 més raramente, cordocentesis, cuando €l
muestreo de las VC mostraba mosaicismo. Sin embargo, €
consegjo genético antes de realizar estos procedimientos
depende del tipo de aberracion cromosdmicay € resultado
de lainvestigacién ecogréfica también influye en la decision.
El diagndstico de falsos negativos es un problema mas difi-
cil, pero afortunadamente esta discrepancia se produjo solo
en € 0,03% de los casos [13]. La gran mayoria de los casos
falsos negativos se diagnostico sdlo por preparacion directa.
Por esto, se recomienda ademés realizar cultivo celular. En €
caso de la preparacion directa, se investigan las células trofo-
blasticas y después del cultivo de las vellosidades coridnicas,
se evallan las células mesenquiméticas. El andlisis de dos
tipos celulares diferentes con dos métodos distintos tiene gran
fiabilidad, y la posibilidad de que a menos uno de los dos
métodos sea satisfactorio es cercana d 100%. Sin embargo,
el cultivo de células es caro y generamente se tarda dos o
tres semanas en dar € diagnostico a la paciente.

Hemos introducido el andlisis FISH de los nicleos en
interfase como método alternativo a la preparacion cromoss-
mica directa.

Usando & FISH es posible conseguir resultados incluso en
un tiempo més corto que con la preparacion directa, o que
significa que las pacientes pueden conocer € resultado en
tres dias. Es importante hacer esfuerzos para dar € resultado
a los padres o mas rapidamente posible.

El mosaicismo cromosdmico (lingjes celulares con com-
plementos cromosdmicos diferentes) es la situacion mas fre-
cuente, lo que influye en la fiabilidad del resultado. La pri-
mera tarea es distinguir entre el verdadero mosaicismo y
pseudomosaicismo [14]. El pseudomosaicismo es un artefac-
to del cultivo tisular. Puesto que los andlisis de FISH pueden
dar informacidn sobre niicleos en interfase no cultivados, se
excluye la observacién de pseudomosaicismo. El reconoci-
miento del verdadero mosaicismo por FISH de lainterfase es
mas fiable que con los métodos citogenéticos convenciona
les, puesto que € nimero de céulas analizadas esta general-
mente entre 100 y 200, en comparacion con e andlisis cro-
mosdmico en metafase, donde se investigan generalmente
10-15 céulas. La seleccidn clona durante € cultivo celular
puede alterar € resultado del andlisis citogenético convencio-
nal. Otra ventgja del ensayo FISH basado en células no cul-
tivadas es que los resultados reflgjan la distribucién in vivo de
lingjes celulares diferentes cromosdmicamente. El hallazgo
del mosaicismo en las vellosidades coridnicas que no esta
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presente en e feto (mosaicismo placentario confinado) no es
simplemente un resultado falso, sino que frecuentemente tie-
ne consecuencias clinicas para la gestacion.

Es probable que en un futuro cercano, € andlisis de FISH
en lainterfase se ayude de un sistema computadorizado, y de
esta forma podran puntuarse més nuicleos con menos trabgjo
y tiempo.

La digestion de las vellosidades coridnicas antes de FISH
gporta cdulas de las capas mesenquimética y citotrofobl asti-
ca. lgualmente que con la combinacion directalcultivo, lafia
bilidad del andlisis es muy alta. Laexactitud de FISH se basa
en parte en la concordancia con la preparacion directa. Los
resultados se confirmaron después del parto (€l 96% de los
pacientes devolvieron los cuestionarios) y también se confir-
maron los resultados positivos cuando |os fetos tenian posi-
bilidades de investigacion (9 de 12 casos). La FISH de la
interfase también puede ser Util para confirmar € diagndstico
cuando la calidad y nimero de metafases es escasa. Esto da
una tasa de éxito muy alta del andlisis.

Ladesventaja de FISH es que la sonda cromosomica espe-
cifica marca solo € cromosoma investigado. Usando cinco
sondas para las aneuploidias més frecuentes (X, Y, 13,18 y
21), solo se detectaron e 65% de las ateraciones cromoso-
micas [15]. Sin embargo, encontramos una tasa de deteccion
del 83% s sdlo se incluian aquellos casos que tenian mayor
riesgo de ciertas aneuploidias (por g emplo, se excluyeron las
pacientes con trandocacién). Puesto que la preparacidn cro-
mosdmica directa da informacion sobre todas las anomalias
cromosdmicas, es suficiente centrarse en la anomalia cromo-
somica que tiene mayor riesgo. En € caso de amniocentess,
no es posible hacer una preparacion directa de los cromoso-
mas, puesto que las células no cultivadas no se estan divi-
diendo, por lo que es necesario esperar € resultado de un cul-
tivo alargo plazo.

En nuestra préctica, se investigd € cromosoma 21 en la
mayoria de los casos porque es la alteracion cromosdmica
més frecuente en recién nacidos y esta anomalia tiene conse-
cuencias graves a largo plazo para la familia. Sin embargo,
dependiendo de larazdn ddl andlisis, pueden utilizarse sondas
especificas para diferentes cromosomas.

Se utilizan diferentes tipos de sondas especificas para
detectar la trisomia 21.

Lasonda de satélite afa 13-21 no seincluyé en este estu-
dio porque, de acuerdo con la literatura [16] y con nuestros
experimentos preliminares, esta sonda no permite la diferen-
ciacion fiable entre los casos normales y anormales en los
nlcleos en interfase. Ademés, hay algunos informes sobre la
hibridacion cruzada de esta sonda [17,18]. La sonda QE21
dio sefiales mas intensas que lasondacCMP21.a. Larazén es
gue la secuencia diana de QE21 es cinco veces mas larga que
la de cCMP21.a, y como la primera estd marcada con digo-
xigenina en vez de con hiotina, el ambiente tiene menos "rui-
dos', con lo que se consigue una puntuacion mas facilmente
y resultados més significativos.

Nadal et a. [19] concluyeron que la duplicacién de las
regiones distales a 21g22 contribuye a las principales carac-

teristicas del SD. Puesto que las sondas cCMP2l.ay QE21
son especificas para esta region critica del cromosoma 21,
esto da un diagnostico fiable, incluso en € caso de existir
anomalias estructurales del cromosoma 21. Aunque no habia
anomalias estructurales del cromosoma 21 en nuestros casos
prenatales, encontramos un nifio durante e andisis postnatal
de sangre periférica con una traslocacion 21/21 y otro nifio
con una reorganizacion compleja del cromosoma 21 [20].
Ambos pacientes tenian caracteristicas de SD y aproximada
mente e 90% de sus nucleos de linfocitos en interfase pre-
sentaban tres sefiales.

Hubo una variacion en € intervalo de niicleos que mostra
ban una, dos, tres o cuatro sefides (Tablas 1y 2). Los nlcleos
gue mostraban una sefial en casos normales pueden atribuir-
se a bgja eficacia de hibridacién o a dos sefidles de hibrida-
cién muy cercanas. Puesto que los embriones con monoso-
mia generalmente no sobreviven hasta la edad de gestacion
del diagnéstico prenatal, este resultado no influye en la fiabi-
lidad.

Pueden detectarse tres de cuatro sefidles s la hibridacion
no es suficientemente especifica debido a razones técnicas
(ambiente "ruidoso") o se ven dos sefidles dobles debidas a
cromédtidas separadas en la fase G-2 de los nucleos. Hasta
cierto grado se producen células poliploides en laplacentasin
consecuencias daflinas. En casos de trisomia pueden produ-
cirse dos sefiales debido a la contaminacion celular materna.
Bryndorf et d. [9] encontraron que la tasa media de conta-
minacion celular materna por muestra era del 0,3%. Estatasa
baja no produce problemas en la evaluacion de las sefides de
FISH, pero puede producir dificultades con diagnosticos
basados en técnicas de RCP. La seleccion cuidadosa de las
vellosidades coriodnicas de la decidua puede reducir esta posi-
bilidad.

El mayor valor con tres sefides (19,3%) en nuestro grupo
de cCMP21.a normal se observé en un solo caso. Nuestros
resultados indican que la variacion de sefides de los nlicleos
no influye en lafiabilidad, y las distribuciones de sefiales fue-
ron muy significativas entre los casos normaes y anormales.

Los resultados de este estudio recomiendan la utilizacion
combinada del andlisis de |as vell osidades coriénicas por tec-
nologia citogenética directay FISH. El coste de FISH es
aproximadamente un quinto del método de cultivo.

Este procedimiento permite una identificacion exacta y
barata del sindrome de Down en un tiempo significativamen-
te menor en comparacion con los métodos convencionales.
Aunque la conclusion final sobre la eficacia necesita una
experiencia mayor, este procedimiento se ha convertido en
una parte integral de nuestro screening citogenético prenatal
sistemético en una poblacion de mujeres gestantes con mayor
riesgo de sindrome de Down.
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