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Comunicacion Breve

Diagnostico molecular de
cromosomopatias fetales en Costa Rica

(Molecular Diagnosis of Fetal Chromosomal
Defects in Costa Rica)

Wendy Malespin-Bendafa, Fernando Ortiz-Morales, Isabel Castro-Volio'

Resumen

Justificacion y objetivos: En Costa Rica, el diagndstico de anomalias cromosomicas fetales se
realiza solo mediante el analisis citogenético convencional de cromosomas obtenidos de cultivos
celulares. Ademas de que la espera por los resultados puede ser larga, con alguna frecuencia
fracasa el cultivo, por contaminacion o por mala calidad de la muestra, o las figuras mitoticas no
se pueden analizar, por lo que es necesario disponer de una metodologia sencilla y barata, para
obtener un diagnéstico prenatal rapido y fiable de trisomia 21, 18 ¢ 13, en embarazos de alto
riesgo genético sometidos a amniocentesis o cordocentesis.

Métodos: Se disefiaron tres PCRs multiplex para amplificar cuatro distintas repeticiones cortas
en tindem, de cada uno de los cromosomas 21, 18 y 13. Se colectaron 93 muestras (88 liquidos
amnioticos y 5 sangres fetales), recibidas en el laboratorio entre 2006 y 2008, con solicitud de
analisis cromosdmico. Los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
fluorescente, fueron comparados con el cariotipo obtenido de las mismas muestras para demostrar
la fiabilidad del ensayo

Resultados: Para este grupo de datos, la exactitud del ensayo fue del 100% y se consiguid
obtener resultados en 48 horas. Se logro realizar el analisis de repeticiones cortas en tindem en
el 77% de las muestras en las que no se pudo obtener crecimiento celular.

Conclusion: La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa fluorescente demostro6 ser una
metodologia sencilla, fiable y rapida, por lo que podria convertirse en una herramienta
complementaria del analisis cromosémico convencional. La obtencion de resultados rapidos en
casos de diagnostico prenatal podria disminuir el periodo de ansiedad parental por la espera de
los resultados, asi como permitir un mejor abordaje terapéutico de los fetos afectados.

Descriptores: diagnostico prenatal, Costa Rica, trisomia, cromosoma 13, cromosoma 18,
cromosoma 21

Abstract

Justification and aims: In Costa Rica, the diagnosis of chromosomal fetal anomalies is realized
only by conventional cytogenetic analysis of chromosomes obtained from cellular cultures. The
waiting for the results can be long. Moreover with some frequency culture fails due to
contamination or bad quality of the sample or they cannot be analyzed. This makes it necessary
to have a simple and cheap methodology to obtain an accurate and rapid fetal diagnosis of trisomy
21, 18 or 13, in pregnancies of high genetic risk submitted to amniocentesis or cordocentesis.
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Materials and methods: Three multiplex PCRs were designed to amplify four different short
tandem repeats of each of the chromosomes 21, 18 and 13. There were collected 93 samples (88
amniotic fluids and 5 fetal bloods), received in the laboratory between 2006 and 2008 with
request ofor chromosomal analysis. The results of the quantitative fluorescent PCR were
compared with the obtained cariotype of the same samples to stablish the accuracy demonstrate
the reliability of the assay.

Results: Accuracy of the assay was 100% and it was possible to obtain results within 48 hours.
STRs analysis could be made in 77% of the samples where the cellular culture could not be
done.

Conclusion: The quantitative fluorescent PCR demonstrated to be a simple, accurate and rapid
methodology, from what it might turn into a complementary tool of the chromosomal conventional
analysis. The securing of rapid results in cases of antenatal diagnosis might diminish the period
of anxiety parental for the waiting of the results, as well as to allow a better therapeutic
management of the affected fetuses.

Key words: prenatal diagnosis, Costa Rica, trisomy, chromosome 13, chromosome 18,

chromosome 21.
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Los defectos cromosdmicos son una causa importante
de enfermedad y mortalidad en el feto, ya que producen
abortos espontaneos, 6bitos, mortinatos y muerte neonatal,
malformaciones congénitas, asi como retardo mental y del
desarrollo. Por lo anterior, el diagnostico precoz de cualquier
defecto cromosomico en el feto es de vital importancia, ya
que asi se podrd valorar la posibilidad de tratamiento
intrauterino, interrupciéon del embarazo o preparacion del
nucleo familiar y del personal de salud, para la atencioén
optima del neonato afectado, con el fin de minimizar el dafio
y mejorar el tratamiento o la rehabilitacion.!

El método de diagnéstico cromoséomico fetal mas
utilizado es el que se realiza mediante amniocentesis y cultivo
de las células fetales descamadas en el liquido amniotico,
empleado para obtener el cariotipo fetal, que implica el estudio
del nimero y la estructura de los cromosomas. A pesar de
considerarse como el estandar de oro para el analisis
cromosomico, muchas veces no se detectan duplicaciones o
deleciones de menos de 5 Mb.> Aunado a esto, el cultivo
celular tiene la gran desventaja de que es laborioso y las
células demoran entre una y tres semanas en crecer lo
suficiente. Este lapso a menudo es angustioso para la madre,
quien ha sido sometida a una amniocentesis por presentar
algin factor de riesgo para defectos cromosomicos fetales.
Ademas, para realizar un cariotipo fetal es necesario obtener
metafases en suficiente cantidad y con calidad, lo cual no
siempre se logra con éxito.

La introduccion de técnicas de biologia molecular ha
proporcionado los medios para estudiar de manera mas fina
la estructura y segregacion de los cromosomas, lo que ha
mejorado y facilitado su analisis convencional.> Ademas,
presentan la gran ventaja de que algunas de las técnicas se
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pueden aplicar en células en interfase, de manera que no se
precisa el cultivo celular y el estudio se efectua directamente
sobre el material celular, ya sea liquido amnidtico u otras
muestras. Esto representa un gran ahorro de tiempo y
recursos.’

Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Esta
técnica utiliza sondas especificas de ADN marcadas con
nucleétidos modificados, que fluorescen directamente o que
pueden ser detectados por medio de la unién de una molécula
fluorescente reportera. Estas sondas de ADN en hebra
sencilla pueden ser hibridizadas no solo a cromosomas
metafasicos, sino también a nuicleos en interfase o a células
que no se dividen. Posteriormente, y con el filtro apropiado,
la sefial es detectada en el microscopio. La FISH es una
técnica muy informativa y con gran aplicabilidad, pero
presenta varias limitaciones. La primera de ellas es de orden
economico, ya que las sondas, microscopios y software
requeridos tienen un costo muy elevado.* También existen
limitaciones técnicas. Por ejemplo, el tamafio de la sonda
puede variar desde 100 hasta 150 kb, por lo que podria
contener secuencias de ADN repetitivo capaces de hibridizar
en muchas posiciones cromosomicas, no solo en la secuencia
especifica con la que tiene completa homologia. Como
resultado de este inconveniente se obtendrian falsos
positivos.> La FISH muestra niveles altos de pruebas no
informativas en edades gestacionales tardias, debido a la
degradacion de la cromatina, ya que las sondas no pueden
hibridarse adecuadamente.® La manera de solucionar estos
problemas parece ser una metodologia basada en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), asistida por analizadores
computarizados de ADN, llamada PCR cuantitativa
fluorescente, que ofrece resultados mas rapidos y confiables
y a un costo mucho menor.
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PCR cuantitativa fluorescente (QF-PCR). Conocida
también como amnio-PCR .™ consiste en la amplificacion y
cuantificacion de regiones especificas de ADN por medio de
PCR, utilizando “primers” (iniciadores o cebadores)
marcados con fluorescencia, que permiten que un
secuenciador de ADN basado en capilares, registre los
fragmentos de la PCR como picos de excitacion en un grafico
denominado electroforetograma.!?

La QF-PCR es un método rapido y eficiente para
detectar el nimero de copias de uno o varios cromosomas,
por medio de la amplificacion de secuencias especificas de
ADN altamente polimoérficas en longitud entre individuos,
denominadas STR (Short Tandem Repeats) o microsatélites.
Los STRs estan presentes en todo el genoma y consisten en
secuencias formadas por dos a seis nucledtidos repetidos
varias veces en tandem, formando secuencias de diferentes
longitudes. La cantidad de repeticiones de un determinado
STR varia de alelo a alelo, lo cual permite distinguir entre
ellos."" Los STRs amplificados con esta técnica, brindan
informacion para conocer el numero de copias de cada
cromosoma. En un individuo normal que tiene diferente
numero de repeticiones en cada alelo, se observan en el
electroforetograma dos picos con una razén de 1:1 por cada
region cromosoémica analizada, con lo cual el individuo es
heterocigoto y se dice que el marcador es informativo. Las
trisomias son visualizadas como un pico extra en sujetos
trialélicos, o bien, con una razon de picos 2:1 6 1:2. Estas
razones de picos se calculan con el area y con la altura de
los picos.'?

Una de las caracteristicas mas notables de esta técnica
es la poca cantidad de liquido amnidtico requerido, pues se
precisan de 0,2 a 1 ml para una extraccion exitosa de ADN.
La extraccion se realiza con un método de chelex, que
necesita unos 20 minutos por muestra, y es posible extraer
ADN de calidad a partir de liquido amniotico fresco o
congelado, incluso de las células provenientes de los cambios
de medio de cultivo de amniocitos. De igual manera y con
el mismo protocolo se puede extraer ADN de muestras de
vellosidades coridnicas y sangre fetal y neonatal.'?

La amnio-PCR tiene otras aplicaciones derivadas del
diagnostico de aneuploidias, como la determinacion de
cigosidad en gemelos en embarazos multiples.' * Asimismo,
el analisis de STRs en aneuploidias fetales también puede
brindar informacion adicional en las trisomias, si se dispone
de muestras de los padres, como el origen parental del
cromosoma extra, y determinar si la no disyuncion ocurri6
en la meiosis I o I1.1517

Muchos reportes de los ultimos afios han demostrado la
eficiencia y fiabilidad de la QF-PCR en la deteccion de
aneuploidias, en paises europeos,'® ' 322 asiaticos®*? vy,
recientemente, en los Estados Unidos? y en Argentina.”’
Junho-Penay colaboradores (2003)* reportaron suaplicacion
en Brasil para el estudio de aneuploidias en abortos
espontaneos. En Costa Rica, hasta la fecha no se cuenta con

el apoyo de las técnicas moleculares para el diagnostico de
aneuploidias fetales, por lo que la introduccién de una
técnica como la QF-PCR, con todas las cualidades descritas,
tendria un impacto muy positivo en la deteccion de
cromosomopatias. Por lo anterior, el objetivo de este estudio
es implementar la técnica QF-PCR para el diagnostico
prenatal de cromosomopatias, de manera que sea una
herramienta molecular complementaria del analisis
citogenético convencional.

Materiales y métodos

Este fue un estudio prospectivo realizado desde enero
de 2006 hasta marzo de 2008, de las muestras que llegaron
al INISA para que se les realizara un analisis cromosémico.
Se colectd un total de 93 muestras: 88 de liquido amnidtico,
entre las semanas 15 y 37 de gestacion, y 5 de sangre fetal
por cordocentesis, entre las semanas 18 y 35 de gestacion.
Estas muestras provinieron de hospitales estatales (n=77) o
de consulta privada (n=16), con la solicitud de determinar el
cariotipo fetal, por considerarse un embarazo de alto riesgo
de cromosomopatia. La mayoria de las veces la razon de
referencia fue ecografia anormal, seguida por la edad
materna avanzada. Para todas las muestras se realizé la QF-
PCR, asi como el analisis cromosomico, considerado como
el patron de referencia. De cada una de las muestras se tomo
una pequefia alicuota para realizar la extraccion de ADN, y
el resto se proceso para su analisis citogenético convencional.
Se diseflaron tres PCRs multiplex para amplificar cuatro
STRs ubicados en diferentes loci de cada uno de los
cromosomas 21, 18 y 13. Del par de iniciadores, uno estaba
marcado con una molécula fluorescente distinta para permitir
la visualizacion de los productos, los cuales fueron analizados
en los secuenciadores genéticos ABI 310 y ABI 3130,
ubicados en otros centros de investigacion de la Universidad
de Costa Rica. El andlisis de los fragmentos se efectud con
los softwares Genescan Analysis y Peak Scanner. Para
interpretar un resultado como normal o anormal, al menos
tres de los marcadores debian mostrar patrones alélicos
consistentes con un genotipo disdémico o trisémico,
respectivamente. El cultivo celular y el analisis citogenético
se realizaron segin los procedimientos normalizados y
validados, utilizados de rutina en el laboratorio. La
comparacion de los resultados de la QF-PCR con los del
cariotipo permiti6 evaluar el desempefio de la QF-PCR.

Resultados

Se pudo obtener el cariotipo en el 72% de las muestras.
En el 28% restante fue imposible, debido al fracaso en el
cultivo o a la ausencia de figuras mitoticas analizables. La
extraccion de ADN y QF-PCR se pudo realizar en el 82% de
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las muestras. Se logrd procesar al analisis de STRs en el
73% de las muestras en las que no se pudo efectuar el cultivo
celular (Cuadro 1). Fue posible comparar 76 parejas de datos
(QF-PCR-cariotipo) y se identificaron correctamente todas
las aneuploidias de los cromosomas 21 (n=8) y 18 (n=5), sin
falsos positivos ni falsos negativos, asi como a todos los
individuos sin cromosomopatia (Cuadro 2). Para este grupo
de datos, la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la QF-PCR, fueron
del 100%. Fue posible la obtencion de los resultados dos
dias después de la llegada de la muestra al laboratorio, y en
casos excepcionales podian durar hasta 10 dias.

Discusion

Para el estudio no se pudo obtener el cariotipo por
métodos convencionales en el 28% de los liquidos
amnidticos. Esta imposibilidad de lograr el cariotipo en
cifras superiores al 20% de los cultivos de amniocitos
recibidos en cerca de 2 afos en el INISA (desde 2006 hasta
los primeros tres meses de 2008), ya ha sido reportada con
anterioridad® * 3% y se ha mantenido constante. Uno de los
factores que contribuye en gran medida con esta tasa alta de
fracaso en el cultivo celular, es el hecho de que en el INISA
no se rechazan muestras de mala calidad (con contaminacion
hematica o edad gestacional avanzada) o en cantidad
insuficiente, a pesar de que se ha demostrado que tienen
pocas posibilidades de crecimiento exitoso.*

En el contexto del diagndstico prenatal, las estimaciones
tan altas de los valores predictivos son de mucha utilidad
para el médico que atiende a una gestante a quien se le
realizd una prueba invasiva. El conocimiento de la trisomia
fetal diagnosticada por la amnio-PCR, con el respaldo de un
valor predictivo positivo del 100%, podria evitar l1a necesidad
de una segunda amniocentesis, y con ello evitar el riesgo de
una otra puncion, tanto para la madre como para el feto. De
igual manera, con un valor predictivo negativo del 100%, la
QF-PCR podria adelantar el diagndstico a la gestante de que
su hijo esta libre de trisomia, lo cual podria disminuir la
ansiedad en la futura madre, mientras espera el resultado
definitivo del cariotipo completo. Asimismo, podria brindar
la informacion necesaria para valorar la realizacion de una
cirugia fetal.

Es muy importante destacar el hecho de que en varios
casos fue posible obtener el diagnostico rapido de la QF-
PCR, incluso hasta dos dias después de la llegada de la
muestra al laboratorio. Esto es un tiempo menor comparado
con los 16 dias requeridos, en promedio, para el resultado
del cultivo de amniocitos®'. En muchos casos este lapso de
espera es de gran ansiedad para la madre, principalmente si
hay sospechas de Sindrome de Down, por lo que seria muy
beneficioso contar con métodos mas rapidos para obtener los
resultados.

Cuadro 1. Casos sin cariotipo con resultado de

la QF-PCR
Sin trisomia 21, . .
186 13 Trisomia 21
Liquidos amniéticos 16 2
Sangres fetales 1 0
Total 17 2

Cuadro 2. Comparacion de los resultados de la
QF-PCR con el diagnéstico citogenético

Con trisomia Sin trisomia
segun segun Total

citogenética citogenética
Con trisomia
segun QF-PCR 13 0 13
Sin trisomia
segun QF-PCR 0 63 63
Total 13 63 76

El diagnostico rapido y fiable que brinda la QF-PCR es
valioso en casos urgentes, de los que dependan intervenciones
médicas importantes, tales como cirugias fetales, o la
decision de terminar el embarazo por cromosomopatia. En
paises donde el aborto selectivo es permitido, el diagnostico
de trisomia fetal mediante QF-PCR que indique trisomia
fetal, se considera razon suficiente para realizar el aborto,
sin necesidad de esperar el resultado del analisis
cromosomico. Esto es particularmente util en los casos que
estan por cumplir el limite de edad gestacional permitido
para abortar (usualmente 20 semanas).’””> Lo anterior no
implica que no se necesite efectuar el analisis citogenético
completo, aunque se haya optado por terminar el embarazo,
ya que la informacién del cariotipo puede ser de utilidad
para ofrecer asesoria genética a los padres. Cabe resaltar
que, por motivos legales, el aborto selectivo no es una opcion
para las costarricenses.

En conclusion, los resultados del presente estudio
confirman que la QF-PCR es una metodologia fiable, rapida,
facil de realizar y analizar, y que puede convertirse en un
excelente complemento del andlisis citogenético, por lo que
su introduccidn al servicio de diagnostico cromosoémico del
pais, podria ser una realidad en poco tiempo.
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