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DIAGNOSTICO PRENATAL DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
EN COSTA RICA
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INTRODUCCION

En Costa Rica, los problemas de desnutricion, diarrea, enfermedades infecto-
contagiosas y otros, han dejado de ser causas importantes de morbi-mortali-
dad infantil (13) y han sido sustituidos por patologia propia de paises mas
desarrollados, como las malformaciones congénitas (13,2). En efecto, en
nuestro pais son la segunda causa de muerte en el primer afio de vida (Depar-
tamento de Estadistica del Ministerio de Salud). Es por lo tanto, un problema
de salud importante, cuya etiologia es variada y muchas veces oscura, pero se
ha podido demostrar que alrededor del 6% de las malformaciones serias en
nifios recién nacidos vivos, se asocian con aberraciones cromosomicas grose-
ras (11).

Después de analizar las medidas preventivas de malformaciones congénitas,
adoptadas hasta la fecha, Fraser concluye que: ‘‘en un futuro cercano, nues-
tro principal progreso en reducir la carga de los defectos congénitos, serd en
asesoramiento genético, pero la disminucién no serd grande, a menos que
vaya aparejado con la difusion del diagnostico prenatal y prevencién post-con-
cepcion’’ (8).

El diagndstico prenatal de aberraciones cromosomicas es la determinacion del
cariotipo del feto, generalmente antes de la vigésima semana de gestacion.
Este procedimiento es usado cuando hay una razon para sospechar que el feto
pueda tener una anormalidad detectabie. El diagnastico fetal fue introducido
a finales de los anos sesenta y se ha establecido como una practica rutinaria
dentro de la atencién prenatal en muchos paises. Se ha ganado mucha expe-
riencia con su uso en la dltima década y se ha demostrado que es un procedi-
miento seguro y confiable (10).

El diagndstico prenatal tiene muchas ventajas; en la mayoria de los casos, €l
diagndstico fetal precoz libera de preocupaciones a los padres en relacion a la
salud de su futuro hijo, pues por loc general, el resultado es normal. Como
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dice Martin d’ A Crawfurd: ‘‘Una consecuencia afortunada del diagndstico
prenatal precoz, es que permite que muchos embarazos lleguen a término,
con ¢l parto de un nifio normal, que de otro modo hubieran sido interrumpidos
en base a riesgo sustancial’’ (4). Por otra parte, entre las numerosas anoma-
lias fetales que pueden ser ahora detectadas, muchas conducen a padecimien-
tos incapacitantes y muchas causan la muerte a una edad temprana. Otras
causan retardo mental tan severo que imposibilitan una vida normal. Es
importante conocer el diagndstico, para que tanto los padres como los médi-
cos, se preparen para el nacimiento de un nifio afectado. Desde el punto de
vista clinico, el manejo prenatal y del parto, puede variar segun el feto sea
normal o anormal. En los paises donde existe el derecho al aborto terapéu-
tico, la evidencia de los beneficios econémicos de la prevencion para la pareja
y la sociedad en general, es clara (14).

Las indicaciones para intentar el diagnostico prenatal se establecen de acuer-
do a los factores de riesgo asociado. En cuanto a las aberraciones cromoso-
micas, se considera que por razones morales, técnicas y economicas, el riesgo
debe ser superior al 1% (1). En esta situacion se encuentran las madres
mayores de 35 afios, las que tienen el antecedente de un hijo anterior con Sin-
drome de Down u otro tipo de anomalia cromosomica, las parejas en las cuales
uno de sus miembros es portador de una reestructuracion cromosomica y las
madres portadoras de un trastorno ligado al cromosoma X (7).

El diagnostico prenatal de aberraciones cromosomicas se vale del hecho de
que en el liguido amnidtico se encuentran células descamadas por el feto, las
cuales se cultivan y una vez que se han reproducido en cantidad suficiente, se
detienen en un periodo de la mitosis en el cual los cromosomas se hallan con-
densados y se pueden analizar. Por varias razones técnicas, la amniocentesis
no se puede realizar antes de la décimosexta semana de gestacion y se tarda
de 3 a 4 semanas en obtener el diagndstico final. La extraccién del liquido
amnidtico por amniocentesis transabdominal se realiza guiada por ultraso-
nido. Este es un procedimiento ambulatorio, relativamente sencillo (17).

La importancia de establecer el diagndstico prenatal como un instrumento
seguro y confiable, para el beneficio de los embarazos de alto riesgo, surgié
en nuestro pais no sélo como consecuencia del cambio en los patrones de
morbi-mortalidad sino también a causa del avance tecnoldgico en el campo de
la perinatologia, particularmente el ultrasonido, que ha permitido detectar
malformaciones congénitas estructurales precozmente y que facilita mucho la
amniocentesis, y la creciente demanda de este servicio tanto por los obstetras
como por las pacientes mejor informadas.

Por este motivo, se estableci6 en el INISA y en el Hospital México un plan
piloto tendiente a demostrar la factibilidad del diagnéstico fetal de anomalias
cromosomicas, a partir de 1984.

MATERIALES Y METODOS

En el Hospital México se ha extraido a 1a fecha catorce liquidos amnidticos por
via transabdominal v bajo control ultrasonografico. Los tres primeros fueron
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liquidos tardios, circunstanciales, y los once restantes son muestras tomadas
en el segundo trimestre de gestacion, con una excepcion, por indicacién gené-
tica, Cuadro 1. Previa amniocentesis, el obstetra informé a los padres acerca
del riesgo de estar gestando un producto anormal, de la posibilidad de diag-
néstico fetal precoz, de las caracteristicas de la amniocentesis, sus riesgos y
secuelas posibles, de las limitaciones diagndsticas, del hecho de que ocasio-
nalmente se cometen errores y de los potenciales problemas técnicos que
impiden llegar a un diagndstico. Las pacientes accedieron voluntariamente a
la puncién y firmaron un consentimiento informado.

CUADRO 1

Causas que motivaron la Amniocentesis
y Semana Gestacional en que fue realizada

Muestra No. Indicacion o diagnostico clinico Semana de gestacion

1 Polihidramnios y sospecha de malfor-

maciones por ultrasonido 32

2 Anencefalia 30

3 Anencefalia 33

4 Anencefalia recurrente 17

5 Antecedente de Sindrome de Down 16
6 Malformacion letal en producto ante-
rior. Polihidramnios en embarazo ac-

tual, 16
7 Antecedente de 3 mortinatos varones,

3 nifias sanas. 19

8 Anencefalia 17
9 Polihidramnios. Antecedente de dos
mortinatos anteriores con polihidram-

nios. 28

10 Edad materna avanzada (36 afios) 18

11 Edad materna avanzada (42 afios) 19

12 Edad materna avanzada (40 anos) 19

13 Edad materna avanzada (43 aiios) 24

14 Sindrome de Down en un hijo previo 17

La técnica de amniocentesis es la recomendada por la escuela americana (9):
en estrictas condiciones de asepsia s¢ extraen, por puncién transabdominal,
guiada por ultrasonido, 15 a 30 ml de liguido amniético, con una jeringa plds-
tica desechable de 10 a 20 ml, en forma seriada, descartando las gotas inicia-
les. Se transfiere el liquido en 2 6 3 tubos pldsticos de centrifuga de 15 ml,
dependiendo del volumen. Los tubos se trasladan rapidamente al laboratorio,
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procurando no someterlos a temperaturas extremas. Cultivo: el liquido se
centrifuga y bajo estricta asepsia, el boton de células se resuspende en un
medio de cultivo compuesto de Mc Coy’s 5 A y suero fetal bovino al 30%
(GIBCOQ). La suspension de células se inocula en 3 a 6 tubos de Leighton con
laminilla incluida, dependiendo de la cantidad. Los tubos se gasifican con una
mezcla de 95% de aire y 5% de CO, durante cerca de 15 segundos para ade-
cuarel pH. Se incuban a 37°C en incubadoras convencionales.

Una vez transcurridos S a 7 dias, se examinan los tubos para valorar creci-
miento, se les proporciona medio fresco, se gasean y se reincuban. Se reexa-
minan y se les canbia el medio cada 2 6 3 dias y cuando las células han crecido
en cantidad suficiente se cosechan. Cosecha: tres y media horas antes de
cosechar se agrega al cultivo 0,1 ml de una solucion stock de colcemid de 4
ug/ml de agua estéril como concentracion final. Una vez verificado en el
microscopio la cantidad de c¢€lulas en mitosis, se tripsinizan para despegarlas
del tubo con 1 ml de una solucion de tripsina al 0,25% diluida 2:5 en solucién
salina balanceada sin calcio ni magnesic. La suspension de células se centri-
fuga y el boton se resuspende en S ml de solucidn salina al 0,3% de pH neutro
calentada a 37°C. Pasados 10 minutos se centrifuga de nuevo y se resuspen-
den las células en 0,5 ml de sobrenadarnite residual para proceder a fijarlas con
S ml de una solucion 1:3 de acido acético y metanol absoluto por espacio de
una hora. Por iiltimo, se vuelve a centrifugar y se hace una suspension celular
con un par de gotas de fijador fresco. Luego se colocan una o dos gotas de la
suspension celular en el centro de un porta-objetos perfectamente limpio y
humedo. Las laminas se secan al aire, se tifien dos o tres con tincion conven-
cional de Giemsa y el resto se reservan para bandeo G y Q de rutina y otros
tipos de bandeo en caso necesario.

Se analizan un minimo de dos cultivos de cada caso y 10 figuras mitéticas de
cada uno, al menos S de las cuales estaran bandeadas.

Una vez determinado el cariotipo fetal se comunica el resultado al obstetra a la
mayor brevedad. Si el resultado es anormal, se cita a la madre o a la pareja
para comunicarles el resultado y explicarles las caracteristicas fenotipicas que
se asocian con la aberracion cromosomica en cuestion, v las posibilidades de
terapia o rehabilitacion en caso de haberlas.

Se ha realizaddo ademas un seguimiento cuidadoso de los casos para evaluar
desenlace obstétrico y condicion del recién nacido.

RESULTADOS

De las catorce muestras de liquido amniético recibidas, se cultivaron con éxito
y se realizo el cariotipo fetal en seis casos, permanecen en cultivo cuatro
muestras y fracasaron en crecer otras cuatro, una de las cuales no crecio debi-
do a que por error, la muestra fue recogida en tubos de vidrio (las células via-
bles se adhieren al vidrio). El aspecto de las muestras del liquido amniético
fue normal en once casos, sanguinolento en dos ocasiones y turbio en una,
esto ultimo debido a la presencia de gran numero de células, por tratarse de
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una edad gestacional mds avanzada. La cantidad de liquido fue de alrededor
de 30 ml, solamente en dos oportunidades se recibieron muestras de 15y 18
ml.

El cariotipo fetal fue normal en todos los casos excepto uno, Cuadro 2, Figura
1.

El tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y la cosecha de las células
se ilustra en el Cuadro 3, lo mismo que el tiempo que demord en obtenerse el
resultado citogenético.

No se detecté ninglin mosaico ni pseudomosaico en las muestras analizadas.
Tampoco se puede especular con respecto a contaminacion con células mater-
nas, pues todos los cariotipos resultaron ser masculinos.

Los casos de fracaso del cultivo son 3 pues el liquido recolectado en tubos de
vidrio no prospero por este motivo y no por deficiencias en las técnicas de cul-
tivo.

Aparte de los embarazos con malformaciones diagnosticadas in utero, en el
resto de [os casos la evolucion del embarazo y parto fue normal o transcurre
sin tropiezos con excepcion de un caso. La paciente tiene riesgo de recidiva de
Sindrome de Down y por esta razon accedio a la amniocentesis. No fue posi-
ble extraer liquido por lo que se repitié la puncién varios dias después, con
éxito. Alosonce dias de esta segunda sesion de amniocentesis fue internada
por presentar amniorrea moderada que cedié con reposo absoluto. No fue
necesario administrar antibidticos profildcticos y tanto la paciente como el
producto evolucionan favorablemente. Este ha sido el tinico caso en que se
debié repetir la puncidn por fracaso en aspirar liquido a primera intencidn.

En todos los embarazos llegados a término se ha comprobado el diagnéstico
fetal precoz. El recién nacido con diagnéstico de trisomia 18 murié pocas
horas después de nacer con las caracteristicas clinicas propias de este sindro-
me de manera muy evidente. EI diagndstico antenatal se corrobord también
en los tres anencéfalos que han nacido y el quinto nacimiento que se ha produ-
cido en el estudio es el de un vardn normal completamente sano.

CUADRO 2

Resultados del Analisis Citogenético en seis casos estudiados en el INISA

Muestra No. Cariotipo

1 47, XY +18
(Sindrome de Edwards)

2,3,4.6.8 46, XY (Normal)
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CUADRO 3

Tiempo transcurrido entre el inicio del Cultivo y el Diagnéstico Final

Dias que tardd

Muestra No. Dias de cultivo el analisis Total
citogenético
1 15 5 20
2 15 7 22
3 13 10 23
4 14 10 24
6 19 7T 26
8 16 8 24
DISCUSION

Los resultados preliminares de este estudio piloto demuestran la factibilidad
del diagnostico fetal precoz citogenético. Los datos obtenidos a la fecha son
comparables con los divulgados por varios centros de diagndstico prenatal en
diferentes paises (3,5,6,12,15,16) aunque, por supuesto, a muchisimo menor
escala. La dnica excepcion son los casos de fracaso del cultivo y que se atribu-
yen probablemente a deficiencias en el medio de cultivo. Para superar este
problema se sustituira el medio Mc Coy's S A por el Dulbecco (DMEM, Flow
Laboratories) que es un medio mas rico en factores de crecimiento y se ejer-
cera un control ain mas estricto de la calidad del suero fetal bovino. En la
mayoria de los Centros de Diagndstico Prenatal en muchos paises, se acos-
tumbra repetir la amniocentesis si después de transcurridos 10 a 15 dias
desde el inicio del cultivo no hay sefiales de crecimiento satisfactorio. Gene-
ralmente este segundo liquido crece favorablemente pero en este estudio pre-
ferimos no puncionar por segunda vez, pues aunque la morbilidad como con-
secuencia de la segunda amniocentesis aumenta poco (9), consideramos pre-
ferible no correr ningtin riesgo dado el cardcter experimental del estudio.

El problema de ruptura de membranas que presentd una de nuestras pacien-
tes, se ha presentado en todos los estudios de diagndstico prenatal en el mun-
do. La evidencia acumulada es de que los factores que intervienen para que
se presente esta complicacion son el grosor de la aguja de puncién y el nimero
de punciones por sesion de amniocentesis (10). Se recomienda por lo tanto no
usar agujas mds gruesas que la nimero 19 y no efectuar mas de dos punciones
en cada ocasion (10).
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En el caso de nuestra paciente, se acataron estos consejos, pues se usd una
aguja N° 20 y se realizaron dos punciones en cada una de las dos fechas de
amniocentesis. La amniorrea se presenté hasta once dias después de efec-
tuado el procedimiento, y aunque no es posible excluir la amniocentesis como
predisponente de la ruptura de membranas, tampoco se le puede responsabi-
lizar con seguridad absoluta.

En base a los resultados obtenidos en este estudio piloto y con miras a esta-
blecer el diagndstico fetal como un procedimiento confiable y seguro para el
beneficio de los embarazos de alto riesgo de nuestro pais, se pretende desa-
rrollar un proyecto que incluya un minimo de 100 embarazos con alto riesgo de
anomalia cromosdmica con el fin de:

a. Establecer la frecuencia de aberraciones cromosomicas.

b. Correlacionar los hallazgos fetales citogenéticos con las caracteristicas cli-
nicas y constitucion genética del recién nacido.

c. Evaluar el desenlace obstétrico y condicion del recién nacido, mediante
seguimiento de casos y testigos equiparados, a los cuales no se les realizd
amniocentesis.

d. Detectar precozmente los embarazos con alto riesgo de ocurrencia o recu-
rrencia de trastorno genético y proporcionar asesoramiento genético a la
pareja.

De esta manera, esperamos conocer a plenitud el grado de certeza diagnostica
y los riesgos y secuelas que podria acarrear la amniocentesis genética en
manos nuestras.
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RESUMEN

El diagnéstico prenatal de aberraciones cromosomicas se basa en la determi-
nacion del cariotipo del feto, en células del liquido amniético cultivadas in
vitro. El diagnodstico generalmente se realiza antes de la vigésima semana de
gestacion.
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Durante ¢l curso del afio 1984 se iniciaron actividades de laboratorio tendien-
tes al cultivo de liquido amnidtico en los laboratorios del INISA, de acuerdo a
un protocolo previamente aprobado. Asi se han obtenido muestras de liquido
amniotico recolectadas mediante amniocentesis bajo inspeccion por ultraso-
nido. El material correspondié a embarazos de alto riesgo por sospecha de
trastorno cromosomico. Las muestras se obtuvieron la mayoria en el segundo
trimestre de gestacion y el procedimiento se acompaiié de consejo genético y
seguimiento de los casos para vigilar el desenlace obstétrico y condicién del
recién nacido.

Los resultados preliminares demostraron la factibilidad de realizar estos pro-
cedimientos en Costa Rica. Los cultivos fueron viables lograndose establecer
el diagnostico citogenético in utero y corroborando la certeza diagndstica en la
casi totalidad de los casos con minimos riesgos y secuelas derivadas de la
amniocentesis genética.

SUMMARY

Prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities stands upon kariotype
analysis of amniotic fluid cells grown in vitro, usually prior to the 20th week of
gestation.

Laboratory activities began during the year of 1984 aiming to culiure amniotic
fluid cells at INISA laboratories, according to a previously approved protocol.
Amniotic fluid samples have been collected through ultrasound guided
amniocentesis in pregnancies with elevated risk for chromosomal abnorma-
lities. Most of the samples were drawn during the second trimester of ges-
tation. The procedure included genetic counseling prior to it and pregnancy
outcome and neonatal follow-up.

Preliminary results demonstrate the feasibility of genetic amniocentesis in
Costa Rica. Cells grew well in culture enabling accurate in urero cytogenetic
diagnosis with a minimun of risks and sequelae related to the procedure.
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