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iTACA

Quan surts per fer el viatge cap a [taca,
has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.

Els Lestrigons i els Ciclops,

I'airat Posidd, no te n'esfereeixis:
son coses que en el teu cami no trobaras,
no, mai, si el pensament se't manté alt, si una
emocio escollida
et toca l'esperit i el cos alhora.

Els Lestrigons i els Ciclops,
el fero¢ Posidd, mai no sera que els topis
si no els portes amb tu dins la teva anima,

si no és la teva anima que els adreca davant teu.

Has de pregar que el cami sigui llarg.

Que siguin moltes les matinades d'estiu
gue, amb quina delectanga, amb quina joia!
entraras en un port que els teus ulls ignoraven;
gue et puguis aturar en mercats fenicis i
comprar-hi les bones coses que s'hi exhibeixen,
corals i nacres, mabres i banussos
i delicats perfums de tota mena:
tanta abundor com puguis de perfums delicats;
que vagis a ciutats d'Egipte, a moltes,

per aprendre i aprendre dels que saben.






Sempre tingues al cor la idea d'itaca.
Has d'arribar-hi, és el teu desti.

Perd no forcis gens la travessia.
Sempre tingues al cor la idea d'itaca.
Has d'arribar-hi, és el teu desti.

Pero no forcis gens la travessia.

Es preferible que duri molts anys
i que ja siguis vell quan fondegis a l'illa,
ric de tot el que hauras guanyat fent el cami,

sense esperar que t'hagi de dar riqueses ltaca.

[taca t'ha donat el bell viatge.
Sense ella no hauries pas sortit cap a fer-lo.
Res més no té que et pugui ja donar.
| si la trobes pobra, no és que itaca t'hagi enganyat.
Savi com bé t'has fet, amb tanta experiéncia,

ja hauras pogut comprendre qué volen dir les ltaques.

Konstantinos Kavafis
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Introduccio

1. INTRODUCCIO

Les vellositats corioniques, precursores del component fetal de la placenta,

s’utilitzen com a teixit per a I'obtencid del cariotip fetal des dels anys vuitanta.

De fet, els primers de realitzar estudis citogenétics a partir de vellositats
corioniques van ser Hahnemann i Mohr I'any 1968, i des de llavors es va plantejar la
utilitzacido de mostres de corion com a teixit per a realitzar estudis de diagnostic
prenatal. Pero, de totes maneres, el gran impuls a aquesta idea no arriba fins als
anys vuitanta, quan Simoni et al. (1983) posen a punt la tecnica de cultiu curt
aprofitant I'elevat index mitotic de les cel-lules del citotrofoblast presents en les

vellositats coridoniques.

El diagnostic prenatal és |'estudi dels defectes congenits in utero, i s’entén com a tal
qualsevol de les accions diagnostiques adregades a coneixer un possible defecte
congeénit en el fetus (Carreras et al., 1987). Per altra banda, per avortament
entenem, segons |’'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), l'acte de parir
prematurament abans que el fetus sigui viable. Aquesta definicié inclou tant els
avortament espontanis com els avortaments diferits, entenent com a tals aquelles
gestacions en els quals entre la mort fetal espontania i I’expulsié del fetus passa un
periode de temps. El terme avortament espontani generalment es reserva per als
casos en els quals aquesta interrupcid succeeix abans de la 20a setmana de
gestacio, de manera que si esdevé després parlem ja de mort perinatal o de fetus

mort.

S’entén per interrupcio legal de 'embaras (ILE) les interrupcions voluntaries que
segons la legislacio espanyola es poden induir al llarg de la gestacié sota uns

suposits predefinits (Llei 2/2010, del 3 de marg).
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Introduccio

1.1 DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI DE LES VELLOSITATS CORIONIQUES
El desenvolupament gestacional s’estructura en tres periodes:

- periode preembrionari (durant les 3 primeres setmanes) i que agrupa els

estadis de morula, blastocist i embrié presomita,

- periode embrionari (a partir de la setmana 3 i fins a la fi de la 8a setmana)

guan esdevé |'organogenesi, i

- periode fetal (de la 9a setmana fins al part), cicle caracteritzat principalment

pel creixement i els canvis en les proporcions.

1.1.1 Primera setmana de gestacio

Com a conseqliencia de la fecundacid, I'embrid inicia el seu desenvolupament

mitjancant divisions mitotiques. (Fig. 1.1)

Les cél-lules de I'embrid primerenc (els blastomers) sén totipotents i no
diferenciades i romanen aixi fins I'estadi de 8-cel-lules que s’assoleix amb divisions
mitotiques consecutives. Una vegada se superen els primers cicles cel-lulars (16-32
cél-lules) es produeix el primer fet diferencial que es detecta morfologicament, que
es coneix com la compactacio de I'embrié per formar la morula, i que succeeix entre

el 3ri 4t dia de desenvolupament embrionari. (Fig. 1.1D).

La polaritat dels blastomers s’aprecia a partir de I'estadi de 8-cel-lules, de manera
gue les successives divisions cel-lulars generaran unes cel-lules superficials i unes de
més internes. Les cel-lules més superficials formaran la massa cel-lular externa
(MCE), trofectoderma (TFE) o trofoblast, mentre que les cél-lules situades més

interiorment formaran la massa cel-lular interna (MCIl). (Fig. 1.1E)
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Introduccio

Second polar body

D Morula

Embryoblast =
(inner cell mass) . Thed P

" 2 Degenerating
LN —  zona pellucida

Trophoblast
E Early blastocyst F Late blastocyst

Fig. 1.1: Imatges de la divisio del zigot i la formacid del blastocist. D’A a D, varis estadis de les
divisions del zigot. El periode de morula comenca a 12-16 cél-lules i acaba quan es forma el

blastocist. E i F, seccions de blastocist (Moore et al., 2009).

En I'estadi posterior, el de blastocist, i com a conseqiiéncia de processos complexos
de transport associats a reorganitzacions en les membranes plasmatiques de les
cel-lules embrionaries, es forma una cavitat plena de liquid a l'interior de I'embrid
(cavitat blastoceélica) que desplaca la MCl cap a un costat i deixa la TFE a la
superficie embrionaria. Del TFE es formaran la majoria de membranes
extraembrionaries, mentre que de la MCl es formaran la totalitat dels teixits de
I’embrid, i també teixits extraembrionaris com el sac vitelli, I'amni i el mesénquima

extraembrionari de les vellositats corioniques (Gardner et al., 2012).
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Introduccio

Es en l'estadi de blastocist que es produeix Ieclosié. Aquest fet implica que
I’embrié es despren de la zona pel-lucida per posar-se en contacte amb I'endometri
matern i implantar-s’hi (Fig. 1.2A). Del TFE es generara citotrofoblast i
sincicitrofoblast (Fig. 1.2B), i a partir de les cel-lules de la MCl es formara I'epiblast i
I’hipoblast. De I'epiblast o embrioblast derivaran els teixits que formaran
propiament el fetus i els que formaran la bossa amniotica, i de I'hipoblast es
formara el sac vitel-li i d’aquest el mesenquima o mesoderma extraembrionari i el

mesoderma amniotic.
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Endometrial gland

Fig. 1.2: Implantacié del blastocist en I'endometri. A: el 6& dia, el trofoblast

I'endometri pel pol embrionari del blastocist. B: el 7e dia, el sincicitrofoblast ha penetrat en

I’endometri i ha comencgat a envair-lo (Moore et al., 2009).

1.1.2 Segona setmana de gestacid

Endometrial
epithelium

Embryoblast

Trophoblast

Endometrial
connective tissue

Glandular
secretion

Syncytiotrophoblast

Embryoblast
Cytotrophoblast
Hypoblast (primary endoderm)

Blastocystic cavity

es fusiona amb

En l'inici de la segona setmana de gestacio, entre el 6¢& i el 8¢ dia de gestacio,

immediatament després de la implantacid, el trofoblast pateix un procés de

creixement accelerat i envaeix I'endometri matern. De les 64 cel-lules que formen

el blastocist primerenc, la majoria sén del trofoblast, de manera que la MCI en té

només unes 16, de les quals tan sols 4 formaran I'embrié propiament (Gardner et

al., 2012).
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Aproximadament al mateix moment les cel-lules del trofoblast es diferencien en
dos altres teixits: el citotrofoblast i el sincicitrofoblast. A la part més externa hi ha
les cel-lules del sincicitrofoblast i a la més interna les del citotrofoblast. El
sincicitrofoblast és una massa cel-lular formada per la fusié de les membranes del
citotrofoblast en proliferacié, amb nombrosos nuclis dispersos, i situada en la part

més externa de I'embrid. (Fig. 1.3B)

Entre I'11e i el 12¢ dia de desenvolupament embrionari sorgeix una nova poblacié
cel-lular anomenada mesénquima o mesoderma extraembrionari d’origen

embrionari (hipoblast). (Fig. 1.3C)
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Fig. 1.3: Implantacio del blastocist en 'endometri. A: el 8¢ dia, implantacid parcial del blastocist a
dins de I'endometri, on apareix a cavitat amniotica. B: detall de la dimensié del sincicitrofoblast i
localitzacié només en el pol embrionari. C: el 9¢ dia apareixen les llacunes en el sincicitrofoblast

(Moore et al., 2009).
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Els dies 13e i 14¢e, el trofoblast presenta unes prolongacions que penetren en
I’endometri gracies a un dialeg bioquimic entre les dues estructures. Es tracta de les
vellositats corioniques primaries, formades per una capa més externa de

sincicitrofoblast i una més interna de citotrofoblast. (Fig. 1.4 i Fig. 1.5)

Extraembryonic Maternal  Lacunar Primary chorionic villus
somatic mesoderm sinusoid  network

Endometrium

Charion

i . s
Extraembryonic Extraembryonic um'.':;ﬁg;.

splanchnic mesoderm  coslom vesicle
(yolk sac)

Maternal blood Primary chorionic villus

Connecting
stalk

Secondary
umbilical
vesicle
(yolk sac)
Prechordal
plate

B Remnant /| ial bryonic
of primary pitheli f :

umbilical
vesicle

Fig. 1.4: ll-lustracions de seccions d’embrié huma implantat. A: el 13¢ dia. B: el 14¢ dia (Moore et

al., 2009).
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Trophoblasgte  Maternal biood  Frimary chofionc wilus
lanar Pt
5 ant
yncytiotraphobl o

Extmambnmec
SEmale miodem

Fig. 1.5 A: Detall de la imatge amb l'inici de la formacié de les vellositats primaries. B: embrio el
14e dia. C: ll-lustracié d’una seccid transversal de vellositats corioniques primaries (Moore et al.,

2009).

Posteriorment, el mesoderma extraembrionari envaira les columnes de

citotrofoblast formant les vellositats corioniques secundaries.

1.1.3 Tercera setmana de gestacid i segiients

Entre el 15¢ i el 20¢e dia de gestacid es desenvolupen vasos sanguinis a dins de les
vellositats (vellositats corioniques terciaries, Fig.1.6), que connectaran amb els
vasos corionics, els quals arribaran fins a la circulacié embrionaria a través dels

vasos umbilicals. (Fig. 1.7)

El corion, doncs, és la fusio del trofoblast i el mesenquima extraembrionari i té la
missio de formar unes estructures, les vellositats corioniques, que aproximin la sang
materna al fetus. De la 2a a la 8a setmanes de gestacio, les vellositats van creixent i

recobrint tot I'’embrié. (Fig. 1.7)

33



Introduccio

Fig. 1.6: Esquema de vellositat corionica terciaria (imatge extreta d’internet del llibre Grey’s

Anatomy)

Fig. 1.7: Esquema del desenvolupament de la vellositat corionica terciaria (imatge extreta

d’internet del llibre Grey’s Anatomy)
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A partir de la 8a setmana de gestaciod, tota la capa de vellositats corioniques que
envolta I'embrié es diferencia en dues zones: la zona del pol embrionari (la zona de
la implantacid) i la zona del pol vegetatiu. En el pol embrionari localitzem el corion
frondds, i en la zona del pol vegetatiu, es localitza el corion lleu, que va degenerant
fins a desapareixer, perque és el corion frondds el que formara finalment, amb la

decidua basal, la placenta.

1.2 ESTUDIS CITOGENETICS EN VELLOSITATS CORIONIQUES DE MOSTRES
PRENATALS

L’elevat index mitotic de les cel-lules del citotrofoblast és la caracteristica més
destacada d’aquest teixit, de manera que podem obtenir un cariotip fetal en poc
temps. Una altra caracteristica important del teixit corionic és que se’n pot realitzar
dues tecniques de cultiu i obtenir aixi el cariotip fetal de cel-lules de dos origens
extraembrionaris diferents a partir d’'una mateixa mostra: d’'una banda s’estudien
les cel-lules del citotrofoblast, que provenen del trofoblast; mentre que, de I'altra
(cultiu de fibroblasts), s’estudien les cel-lules del mesenquima extraembrionari, que

provenen de la MCI.

Heaton et al. (1984) van demostrar que les cél-lules citotrofoblastiques tenen un
cicle vital molt curt i que, per contra, les del mesenquima extraembrionari tenen un

cicle vital molt llarg, fet que en permet el creixement en els cultius llargs.

Raabe et al. (1990), utilitzant la técnica de condensacié cromosomica prematura,
van observar que el citotrofoblast té una proliferacié cel-lular major a les 9
setmanes de gestacid, moment que seria idoni per fer estudis citogenetics. Pero
també hi havia el risc que la mateixa extraccio de la mostra produis malformacions
fetals en les extremitats si es feia molt aviat en la gestacié (Firth et al., 1991). Per
aquest motiu, avui en dia la majoria de biopsies de corion es realitzen entre I’'11a i

la 13a setmana de gestacio.
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1.2.1 Tecniques de cultiu de vellositats corioniques

La tecnica de cultiu curt més emprada avui en dia és la descrita per Simoni et al.
I'any 1983. Amb aquesta técnica es poden cariotipar les metafases que provenen
del citotrofoblast. Per contra, per poder cariotipar les metafases que provenen del

mesenquima extraembrionari s’ha de realitzar un cultiu primari (cultiu llarg).

El temps d’espera per al resultat citogenetic en el cultiu curt és de 24 a 72 hores,
molt més breu que el del cultiu llarg, que és d’'unes dues setmanes. Gracies a la
breu espera del resultat en els cultius curts, I'angoixa generada per la demora és

menor.

El 1998, Los et al. van presentar els resultats de les seves primeres 3.499 mostres
de vellositats corioniques analitzades Unicament amb cultiu curt, i la seva conclusio
va ser que, per tal de millorar la qualitat del cariotip, de reduir el risc de falsos
positius i d’eliminar el teoric risc dels falsos negatius, era necessari fer també i

simultaniament el cultiu llarg.

Tres anys més tard, el mateix equip (Los et al., 2001) van publicar un estudi
comparatiu d’estudis citogenetics amb vellositats (utilitzant les dues tecniques de
cultiu) i liqguid amniotic, i van concloure que els dos tipus de mostres fetals tenien el
mateix percentatge d’exit de resultat citogenetic, que al final s’obtenia el mateix
nivell de bandes, i que el percentatge de mostres de les quals calia una confirmacié

del cariotip era semblant.

El rendiment de cada técnica de cultiu depén en gran mesura de les condicions de

la mostra rebuda. En els seglients casos, la mostra és considerada inadequada:

- Mostra inadequada per la quantitat rebuda, que sén les mostres amb menys

de 10 mg (Ledbetter et al., 1992).
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- Mostra inadequada per la qualitat, és a dir mostres de segon o tercer
trimestre o bé mostres molt degradades (tipus morfologic Ill) (Cuatrecasas et

al., 2008).

- Mostra inadequada per males condicions de transport o emmagatzematge

(Los et al., 2001).

- Mostra inadequada per contaminacid. Correspon als casos en qué es
produeix una contaminacié del cultiu llarg per fongs, llevats o altres
microorganismes. Si la contaminacid sorgeix en un termini curt, s’atribueix a un
origen extern, mentre que si la contaminacié sorgeix al cap de més dies
s’atribueix a un problema intern a I'hora de fer la manipulacié de la mostra

(fallada técnica de laboratori).

A la seglent taula s’observa el percentatge de no-creixement sense causa

justificada per cada tecnica de cultiu en series de biopsies de corion consultades.
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Taula 1.1: Percentatge de les mostres sense resultat citogeneétic en series de vellositats per

estudis prenatals.

TIPUS DE
CULTIU
CURT LLARG AMBDOS*

Autors i any de publicacié n. % % %
Ledbetter et al., 1992 11.473 - - 0,3
Teshima et al., 1992 1.019 3,5 2,1 0,7
ACC, 1994 7.595 - - 2,4
Miguez, 1996 1.112 1,5 - -
Hahnemann et al., 1997 62.865 - - 1,9
Van den Berg et al., 2000 1.838 0,3 1,4 0,5
Tze Kin et al., 2005 1.355 - 0,07 -
Soler et al., 2008 3.901 0,8 - -

* ambdoés: cultiu curt i cultiu llarg

La Guia de Protocols i Qualitat presentada per I'European Cytogenetics Association
(ECA, 2012) aconsella que, per tal d’obtenir el cariotip fetal a partir de mostres de
biopsies de corion, es facin els dos cultius a la mostra rebuda, i que només en els

casos de poca quantitat de material es faci, preferiblement, el cultiu llarg.

Diversos autors (Crane et al., 1988; ACC, 1994, Pittalis et al., 1994; Saura et al.,
1998; Sikkema-Raddatz et al., 2000; Grati et al., 2006) corroboren la necessitat
d'aplicar les dues técniques de cultiu; el cultiu curt, per la seva rapidesa i perque

minimitza el risc de contaminacidé materna, i el cultiu llarg perque és més fiable.
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1.2.2 Anomalies cromosomiques en vellositats corioniques prenatals

El percentatge de les aneuploidies al llarg del desenvolupament fetal tendeix a
disminuir: 30%-50% embrions, 10% fetus de primer trimestre, 5% morts perinatals,
i 0,5% nounats. Per tant, es demostra una efectiva seleccié natural contra les

aneuploidies en els diferents estadis gestacionals (Gardner et al., 2012).

A la Taula 1.2 s’observen diversos percentatges d’anomalies cromosomiques en
series de més de 1.000 mostres de vellositats corioniques per a estudis prenatals de

primer trimestre.

Taula 1.2: Percentatge d’alteracions cromosomiques en séries publicades amb més de

1.000 mostres

Autors i any de publicacié n. %

Ledbetter et al., 1992 11.473 3,4
ACC, 1994 7.595 6,7
Pittalis et al., 1994 4.860 4,7
Miguez, 1996 1.112 3,6
Hahnemann et al., 1997a 62.865 3,7
Van den Berg et al., 2000 1.838 8,6
Brun et al., 2003 10.741 5,4
Grati et al., 2006 15.109 12,8
Soler et al., 2008 3.901 8,5

La distribucié de les anomalies dels estudis col-laboratius més grans que les
descriuen es detalla a la Taula 1.3, on s’observa que les anomalies més freqlients
son les aneuploidies comunes (dels cromosomes 13, 18 i 21) i després els mosaics i

les anomalies estructurals equilibrades.
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Taula 1.3: Freqliencia de les alteracions cromosomiques en vellositats per diagnostic

prenatal de les dues primeres séries col-laboratives.

Ledbetter et al., 1992 ACC, 1994

n. % n. %
TOTAL 11.473 4,65 7.595 6,25
Aneuploidies autosomiques
comunes 1,28 2,06
Aneuploidies autosomiques no
comunes 0,09 0,3
Aneuploidies cromosomes
sexuals 0,34 0,4
Anomalies estructurals
equilibrades 1,23 1,93
Anomalies estructurals
desequilibrades 0,35 0.06
Poliploidies 0,09 0,07
Alteracions multiples 0 0
Mosaics 1,27 1,43

1.3 MOSAICISMES EN VELLOSITATS CORIONIQUES PRENATALS

Un mosaic es defineix com la presencia de dues o més linies cel-lulars diferents en
un mateix individu. Es diferencia d’una quimera perque, en el mosaic, les diverses
linies cel-lulars provenen del mateix embrid, mentre que en la quimera provenen

de dos o més embrions diferents.
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Quan s’estudien diversos teixits fetals, en els casos en que s’observen diverses
linies cel-lulars repartides en els diferents teixits, tecnicament també es consideren

mosaics (Phillips et al., 1996).

Segons Hahnemann et al. (1997a) un mosaic en les vellositats corioniques es

defineix com:

a) La preséncia d’almenys dues metafases amb idéntica anomalia cromosomica
coexistint amb una linia normal o amb una altra anomalia cromosomica en el cultiu

curt, en el cultiu llarg o en els dos, i

b) la presencia d’una anomalia cromosomica en linia pura en totes les metafases
analitzades en el cultiu curt coexistint amb una linia diploide normal o amb una

altra anomalia en linia pura en el cultiu llarg o viceversa.

En els cultius primaris poden originar-se in vitro noves linies cel-lulars que no sén
representatives del cariotip fetal, fet que ens pot fer confondre entre els mosaics

d’origen in vivo i els d’origen in vitro (pseudomosaics).

En funcié dels percentatges en que es trobin les linies cel-lulars divergents,
classifiquem els mosaics en tres nivells, fet que a més a més ajudara a interpretar el

seu possible origen in vitro o in vivo (ISCN, 2009; Gardner et al., 2012):

- Nivell I: només s’ha observat una metafase de la linia discordant. La majoria
de vegades es tracta d’un artefacte de cultiu i per tant té un origen in vitro. Si
és aixi, es considera un pseudomosaic.

- Nivell Il: s’Than observat dues o més metafases de la linia discordant en un
mateix flascd o en una Unica colonia cel-lular, i no s’observa en altres cultius.
Aquesta forma de mosaic, la majoria de les vegades, és també un
pseudomosaic. Discernir entre un mosaic vertader (in vivo) o un artefacte del

cultiu (in vitro) comporta analitzar més metafases d’altres cultius.
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- Nivell lll: s’ha observat més de dues metafases de la linia discordant en

diferents cultius, fet que s’identifica com a mosaic vertader.

Perque un mosaic citogenetic es consideri vertader quan es troba una monosomia

s’ha de detectar la mateixa monosomia en tres metafases, pero quan es detecta

una trisomia només cal que s’observi en dues metafases (ISCN, 2009).

Els mosaics vertaders poden trobar-se repartits per tot lindividu (mosaic

generalitzat) o bé localitzats en un teixit concret (mosaic confinat). Hi ha teixits que

tenen més probabilitat de patir mosaics, per exemple les cornies —un 70 % de les

cel-lules de les quals sén mosaics—, o les cel-lules del fetge —que sén mosaics

tetraploides (Plaja, 2006).

Els mosaics poden generar-se a partir de diversos errors en la divisid cel-lular o

errors de segregacio:
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- No-disjuncio: error en el repartiment dels cromosomes en anafase que

genera una cel-lula filla trisomica i una altra monosomica.

- Retard en l'anafase (Anafase-lag): en la divisié cel-lular es perd un
cromosoma d’un parell concret. Si la cel-lula mare és diploide resultara una
cél-lula filla monosomica i I'altra diploide com la mare; pero, si la cél-lula mare
és trisomica, obtindrem una cel-lula filla diploide i I'altra trisomica com la
cel-lula mare. En aquest segon cas es pot parlar de reparacié o rescat de la
trisomia, perque es restableix una linia cel-lular normal a partir d’'una cel-lula
trisomica.

- duplicacid postzigotica d’'un cromosoma: per un error postzigotic en una de
les divisions mitotiques es duplica un cromosoma.

- reorganitzacions cromosomiques per errors en la fase G2: isocromosoma
d’origen postzigotic (Riegel i Schienzel, 2005), delecié/duplicacié d’'un mateix

fragment cromosomic (Rodriguez-Revenga et al., 2005), etc.
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Com en les anomalies cromosomiques, en general, la incidencia de mosaicisme
també va disminuint a mesura que augmenten les setmanes de gestacido: en
vellositats d’avortaments de primer trimestre és 3,2%, en vellositats per a
diagnostic prenatal (de 10 a 12 setmanes) és un 1,1%, en amniocentesis precoces
(de 12 a 14 setmanes de gestacid) és un 0,5%, en amniocentesis estandards (de 15

a 18 setmanes) és un 0,3% i en nounats un 0,1% (Miguez, 1996).

1.3.1 Mosaics generalitzat

Si I'error es produeix molt a l'inici del desenvolupament embrionari, abans de la
formacié del blastocist, i per tant afecta tant a les cél-lules progenitores de la

placenta (MCE) com a les de I'embrid (MCIl), tindrem un mosaic generalitzat.

L’efecte clinic del mosaic generalitzat sobre el fenotip és molt dificil de predir i
depéen de la distribucié de les cel-lules anomales en els teixits fetals i de la proporcid
de cel-lules normals i cel-lules amb I'anomalia cromosomica. Hi ha algunes
anomalies que només poden trobar-se en mosaic, ja que la preséncia en no-mosaic
és letal in utero, com succeeix en les trisomies dels cromosomes 8 i 9 (Plaja, 2006) o

la tetrasomia 12p i la trisomia 20 (Morales et al., 2010).

Quan observem un cariotip en mosaic en els dos estudis de les vellositats i també
en els teixits fetals, llavors parlarem de mosaic generalitzat. El percentatge del

mosaic pot ser diferent en cada cultiu.

Els percentatges de mosaicisme generalitzat en vellositats corioniques oscil-len

entre un 0,01 % iun 0,28 %. (Taula 1.4)
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Taula 1.4: Percentatge de resultats en mosaicisme generalitzat en les diferents series

consultades de vellositats per a estudis prenatals

MOSAICISME
GENERALITZAT

Autors i any de publicacié n. %

Ledbetter et al., 1992 11.473 0,28
*ACC, 1994 7.595 0,11
Pittalis et al., 1994 4.860 0,2
Kalousek et al., 1996 2.612 0,19
Phillips et al., 1996 59.937 0,08
Hahnemann et al., 1997a 62.895 0,01
Stetten et al., 2004 4.000 0,1
Tze Kin et al., 2005 1.355 0,22

* Inclos en el treball de Phillips et al. (1996).

1.3.2 Mosaics confinats

Un mosaic es considera confinat quan esta localitzat en un teixit concret i no
generalitzat en tot l'individu. Gracies als cultius cel-lulars és possible obtenir
cariotips de llinatges cel-lulars especifics i detectar-ne els mosaics confinats només

en un llinatge especific.

1.3.2.1 Origen mitotic o meiotic dels mosaics confinats

La distribucio de les linies cel-lulars dels mosaics fetals dependra del moment en
gue s’ha produit I'error cromosomic, del llinatge cel-lular que ha afectat i del tipus

d’error que I’ha originat.
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Els mosaics confinats poden tenir dos origens; poden ser d’origen mitotic o somatic
quan l'error és postzigotic, o bé poden ser d’origen meiotic quan l'error inicial és

prezigotic.

En un embrid diploide la linia trisomica es formara per una duplicacié mitotica o per
una no-disjuncid postzigotica. Si I’error és primerenc, és a dir abans de I'estadi de
blastocist, estara present en més teixits que no pas si I'error és més tarda (Gardner

etal., 2012).

Quan l'error mitotic es produeix més enlla de I'estadi de blastocist pot afectar
qualsevol cel-lula, tant les del trofoblast com les de la MCl, encara que es produeix
amb més facilitat en les cel-lules del trofoblast perqué n’hi ha moltes més. A més,
les cel-lules del trofoblast es divideixen molt rapidament, fet que les fa vulnerables
a partir un error de segregacid que generi una segona linia discordant. Si la no-
disjuncio en lloc d’afectar les cel-lules del trofoblast afecta les de la MCI, pot afectar
a més teixits embrionaris i sera tan greu com els errors d’origen meiotic

(Wolstenholme, 1996).

Un 20 % dels oocits (Kalousek et al., 2000) i un 4,5 % (Templado et al., 2011) dels
espermatozoides sén aneuploides, com a conseqliencia de meiosis anomales. La
fecundacio amb aquests gametes comporta un zigot aneuploide, generalment
trisomic. Malgrat que moltes d’aquestes gestacions seran avortades

espontaniament, algunes segueixen endavant.

Els mosaics confinats d’origen meiotic impliquen dos errors consecutius, un primer
error en els gametes i un posterior “rescat” de la trisomia en el zigot, que finalment

originara les dues linies cel-lulars diferents. (Fig. 1.8)
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Fig. 1.8: Mecanismes de formacié dels mosaics confinats a la placenta segons I'origen mitotic o

meiotic (Lestou, et al. 1998).

Si la linia diploide rescatada es forma durant les primeres divisions postzigotiques,
la distribucio de les dues linies pot ser més o menys uniforme, pero si la linia
diploide rescatada sorgeix en |'estadi de blastocist la distribucié variara segons si

afecta les cél-lules de la MCE o bé les de la MCI.

Aixi, si el rescat o correccio recau en la MCE obtindrem una placenta diploide o en
mosaic i un embrid trisomic, mentre que si recau en la MCl obtindrem una placenta

trisomica i un embrié mosaic o diploide.

Si el rescat o correccidé es produeix en les cel-lules de la MCI, és probable que es
desencadeni un procés de bessons en el qual quedaran separades les cel-lules
patologiques no viables i les cel-lules normals viables. El bessé aneuploide morira

prematurament i quedara reabsorbit sense deixar rastre en la gestacid, mentre que
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el bessoé diploide pot ser uniparental o biparental pel cromosoma afectat i sera

trisomic en la placenta (Kalousek, 2000).

Si el rescat es produeix en estadis encara més tardans, després de la formacié del
blastocist, els mosaics seran confinats en teixits especifics, tant en el fetus com en

la placenta.

1.3.2.2 Classificacid dels mosaics confinats: mosaics confinats a la placenta,

mosaics vertaders fetals i mosaics confinats al fetus

Com ja s’ha comentat anteriorment, els mosaics confinats estan localitzats en uns
teixits concrets. Basant-nos en les técniques de cultiu que usem, trobem tres
possibles mosaics confinats: els confinats a la placenta (MCP), els confinats al fetus

(MCF) i els mosaics vertaders fetals (MVF).

Els MCP van ser definits i classificats per primera vegada per Kalousek et al. (1983), i
son els mosaics que es localitzen en els teixits extraembrionaris o placentaris. Els
MCF son els casos en els quals 'anomalia cromosomica esta ubicada Unicament al
fetus i els MVF sén aquells en qué la linia cel-lular anomala esta localitzada al fetus i
també, com a minim, en un dels teixits extraembrionaris (Hahnemann et al.,

1997bh).

Dels treballs consultats, els percentatges de mosaic confinat només els hem
obtingut de les dues series que tenen en compte tant els MCP com els MVF i MCF.

Sén un 1,5 % de Hahnemann et al. (1997b) i un 1,8 % de Grati et al. (2006).

En mostres prenatals, el percentatge d’MCP és més alt que el d’MVF, segons els dos

treballs consultats. (Taula 1.5)
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Taula 1.5: Percentatges de mosaics confinats en estudis prenatals

McC McCP MVF
Mostres analitzades n. % % %
Hahnemann et al. (1997b) 92.246 1,5 1,3 0,2
Grati et al. (2006) 15.109 1,8 1,5 0,3

MC: mosaic confinat; MCP: mosaic confinat a la placenta; MVF: mosaic vertader fetal.

Els MCP es classifiquen en tres tipus diferents: segons la seva distribucié en els

teixits placentaris:

- Tipus I: Anomalia cromosomica (linia pura o en mosaic) localitzada en el

trofoblast.

- Tipus Il: Anomalia cromosomica (linia pura o en mosaic) localitzada en

I’estroma de les vellositats (mesénquima extraembrionari).

- Tipus lll: Anomalia cromosomica (linia pura o en mosaic) localitzada en els

dos teixits, en el trofoblast i en el mesenquima.

Quan el mosaic s’observa en algun dels teixits extraembrionaris i també en teixit
fetal (liquid amniotic, sang fetal), sigui en linia pura o en mosaic, indicara que es

tracta d’'un mosaic vertader fetal (MVF).

De MVF n’hi ha de tres tipus, segons la seva distribucié en els teixits

extraembrionaris i fetals (Hahnemann et al., 1997b):

- Tipus IV: Anomalia cromosomica (pura o en mosaic) localitzada en el

trofoblast i en el teixit fetal.

- Tipus V: Anomalia cromosomica (pura o en mosaic) localitzada en el

meseénquima extraembrionari i en el teixit fetal.
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- Tipus VI: Anomalia cromosodmica (pura o en mosaic) localitzada en els dos

teixits extraembrionaris i en el fetal. L'anomalia cromosomica, en linia pura o

en mosaic, no pot ser la mateixa en els tres cultius. Si s’"observés la mateixa

anomalia en linia pura en els tres cultius estariem parlant d’'una anomalia

cromosomica regular, i si s’observés en mosaic en els tres cultius estariem

parlant d’un mosaic generalitzat.

Tenint en compte totes les possibilitats de mosaics confinats, I'any 1994 Pittalis et

al. van fer-ne una primera classificacié que analitzava els tres teixits: van observar

29 combinacions possibles. Tres anys més tard, Hahnemann et al (1997a) van

publicar una nova classificaci6 que agrupa les combinacions anteriors més

freqlients en 6 tipus: mosaics confinats a la placenta tipus I, Il i lll; i mosaics

vertaders fetals tipus IV, Vi VI. (Taula 1.6)

Taula 1.6: Classificacid dels mosaics confinats

TIPUS ORIGEN CULTIU CURT | CULTIU LLARG EMBRIO
I MCP anomal* normal normal
I MCP normal anomal* normal
11 MCP anomal* anomal* normal
v MVF anomal* normal anomal*
v MVF normal anomal* anomal*
Vi# MVF anomal* anomal* anomal*

MCF normal normal anomal*

* El cariotip anomal pot ser en mosaic o no.

# El mosaic ha de ser present com a minim en una de les tres linies cel-lulars.

MCP: mosaic confinat a la placenta / MVF: mosaic vertader fetal.
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Els autors de l'estudi reconeixen que fer una classificacié que abasti tots els
possibles casos de mosaics confinats és molt dificil: aixi, per exemple, no és possible
classificar els diversos casos en qué el mosaic no és un mosaic confinat a la placenta
sind que s’observa entre diversos teixits propiament fetals, globalment inclosos en

els mosaics confinats al fetus.

Grati et al. (2006) i Gardner et al. (2012) corroboren la classificacié presentada per
Hahnemann et al (1997a). L'any 2011 Lebedev publica una variacié de la
classificacié anterior, modificant el tipus VI, i afegint els mosaics confinats al fetus

com a tipus VII.

A la Taula 1.7 s’observen les freqliencies dels 6 tipus de mosaics confinats segons
els diversos treballs consultats. Prop d’un 90 % tenen un origen en mosaics

confinats a la placenta, mentre que el 10 % restant sdn mosaics fetals vertaders.

Taula 1.7: Freqliencies relatives dels tipus de mosaics confinats

% % % % % %
Tipus de mosaic | Il ] v Vv VI
Wang et al. (1994) 37,6 45,4 17 - - -
Kalousek et al. (1996) 39,3 47 13,7 - - -
Hahnemann et al. (1997a) 48 25 16 0 4 7
Van den Berg et al. (2000) 55,5 36,2 8,3 - - -
Grati et al. (2006) 39,9 | 40,4 6,9 1 5,9 5,9

Kalousek et al. (1992) i Pittalis et al. (1992) descriuen els mosaics confinats al fetus
(MCF) com aquells casos en els quals 'anomalia cromosdomica (en mosaic o no)
només es localitza al fetus i els teixits placentaris son normals. Aquests MCF es

generen en un moment del desenvolupament embrionari més tarda que els altres.
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En el treball de Pindar et al. (1992) es descriu un cas d’'MCF amb una trisomia del
cromosoma 18 en un amostra prenatal. També hi ha un cas descrit per Kaulosek et
al. (1992) d’una trisomia del 16 perd en una mostra d’avortament que s’observa en
mosaic al fetus perd no al teixit extraembrionari, encara que s’ha de tenir en
compte que només fan el cultiu llarg de les vellositats. Van den Berg et al. (2006)
presenten una petita série de 4 casos d’MCF publicats per altres autors: der(8),
trisomia 21, i(21q) i i(13q), i dos casos més observat en el seu laboratori (delecid

5p13.3 i monosomia de I’X).

1.3.2.3 Embriogénesi dels mosaics confinats

La primera aproximacid per entendre els mosaics confinats la van presentar Crane i
Cheung (1998). Afirmava que en l'estadi de morula(els dies 4t o 5e de la
postconcepcio) les cél-lules es diferencien en la massa cel-lular interna (MCI) i
massa cel-lular externa (MCE). La MCI formara diverses estructures
extraembrionaries com el sac vitel:li, 'amni i el mesoderma del corion, i la MCE es

limitara a la formacié de la placenta.
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Fig. 1.9: Sinopsi del desenvolupament embrionari. Descriu I'origen de I'embrid, el citotrofoblast i el

mesoderma extraembrionari (Crane i Cheung, 1998).

Segons aquest model de Crane i Cheung (1998), la massa cel-lular interna deriva
d’una unica cél-lula totipotent de I'estadi inicial de 4 cel-lules embrionaries. (Fig.
1.10 A). Perd I'any 1993 Kennerknecht et al., van publicar una modificacié del
model inicial, segons la qual diverses, i no només una cel-lula totipotent, formarien

la MCI. (Fig. 1.10 B)

Amb el model de Crane i Cheung (1988) era molt dificil explicar tots els possibles
tipus de mosaics confinats, particularment quan es troba més d’una linia cel-lular
en ambdds llinatges cel-lulars (derivats de la MCl i la MCE). En canvi, el model de
Kennerknecht et al. (1993) permet la interpretacié d’aquests mosaics més

complexos, a través d’un mecanisme més senzill.
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Fig. 1.10 A: Esquema del model embrionari de Crane i Cheung (1988). B: Esquema del

desenvolupament embrionari amb la variacié que proposen Kennerknecht et al. (1993).

Gardner et al., (2012) vinculen els diversos origens descrits en el model de Bianchi
et al. (1993) i les modificacions de Kennerknecht et al. (1993) i Robinson et al.

(2002) (Fig.1.11) amb els tipus cel-lulars que s’analitzen en cada varietat d’estudis
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citogenetics prenatals. Aixi, mitjancant el cultiu curt analitzem les cel-lules
trofoblastiques (ectoderma extraembrionari); en el cultiu llarg analitzem les
cel-lules del mesoderma extraembrionari; en el liquid amniotic, les cél-lules de
I'ectoderma extraembrionari i de I'ectoderma o endoderma embrionari; i,
finalment, mitjancant les biopsies fetals s’analitzen les tres capes fetals:

I'endoderma, el mesoderma i I'’ectoderma embrionaris.

Trisomic zygote »

Rescue event leading
to diploid cells (yellow)

Inner cell mass ___ .

Cytotrophoblast

WI Extraembryonic
iy A —t— - .
| & £ Qw&- ..Ir- mesoderm

Amniotic Epiblast

ectoderm bvochiass
Embryanic A\ L
mesoderm N\ Yolk sac

| Preferential growth of diploid
cells in primitive streak

Charion

/ — Diploid fetus
Amniotic 4

Amniotic epithelium

mesenchyme .
L Mosaic placenta

Fig. 1.11: Diagrama de la distribucié i desenvolupament de les linies cel-lulars des de I'inici de la

fecundacid (Robinson et al., 2002).

La gran diferéncia entre I'’esquema inicial de Crane i Cheung de I'any 1988 i els de

Robinson et al. (2002) i Gardner et al., de I'any 2012 (Fig 1.12) és que el mesoderma
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extraembrionari en el primer model prové de I'epiblast i en el segon prové de

I’hipoblast. Fet rellevant ja que és el teixit que s’estudia amb el cultiu llarg de les

vellositats.
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Fig. 1.12: Diagrama de la distribucié i desenvolupament de les linies cel-lulars des de I'inici de la

fecundacid (Gardner et al., 2012).

1.3.2.4 Mosaic confinat a la placenta

La tecnica de cultiu curt és idonia pel primer trimestre de gestacid, quan l'index

mitotic de les cel-lules del citotrofoblast és més alt. Es pot pensar que els MCP
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només son presents al llarg del primer trimestre, pero no és aixi: sén presents al
llarg de tota la gestacid i poden observar-se en diferents estadis gestacionals. Tant
és aixi que Kalousek et al. (2000) recomana guardar les placentes a terme, ja que

son un registre historic de la gestacio.

1.3.2.4.1 Incidéncia dels mosaics confinats a la placenta

La incidencia dels MCP publicats oscil-len entre un 0,6 % (Wolstenholme et al.,

1996) a un 2,29 % (Van den Berg et al., 2000). (Taula 1.8)
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Taula 1.8: Incidéncia dels mosaics confinats a la placenta en vellositats per a estudis

prenatals.

Autor i any de publicacio | CURT LLARG n. %
Pittalis et al. (1994) si si 4.860 1,3
Wang et al. (1994) si si 4.000 2,2
Wolstenholme et al.

(1994) si si 11.755 0,6
Kalousek et al. (1996) si si 2.612 1,9
Hahnemann et al. (1997b) si si 92.246 1,3
Los et al. (1998a) si si 3.492 1,9
Farra et al. (2000) si LA* 2.985 0,8
Van den Berg et al. (2000) si si 1.838 2,3
Brun et al. (2003) si si 10.741 0,9
Stetten et al. (2004) si si 4.000 0,8
Grati et al. (2006) si si 15.109 1,5

LA: Estudi citogenétic de liquid amniotic.

En totes les mostres de les series consultades s’havia fet el cultiu curt i el cultiu llarg
en paral-lel. Només en la série de Farra et al. (2000) es va substituir el cultiu llarg

per I'estudi cromosomic de liquid amniotic.

1.3.2.4.2 Anomalies cromosomiques dels mosaics confinats a la placenta

A la Taula 1.9 s’observa que les anomalies cromosomiques més frequents en MCP
son les aneuploidies autosomiques no comunes (ni trisomia 13, 18 ni 21), seguides

de les aneuploidies dels cromosomes sexuals.
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El treball presentat per Phillips et al. (1996) inclou dades de 13 séries presentades
des del 1986 fins el 1994. De les 13 series, unes fan només cultiu curt, altres només
el llarg i altres ambdds cultius en paral-lel. Les series que només fan un dels dos
cultius, en els casos de mosaic analitzen cel-lules del liquid amniotic. També hi ha la

série de Golberg et al. (1997), en que només es fa cultiu llarg de la mostra, com a

referencia.

En aquestes dues publicacions, i en la de Grati et al. (2006) la distribucié de les

anomalies cromosomiques coincideix en I'ordre.(Taula 1.9)

Taula 1.9: Distribucio de les anomalies cromosomiques en mosaics prenatals confinats a la

placenta.
Phillips Goldberg Grati

etal., 1996 etal, 1997 etal, 2006
Anomalia n. % n. % n. %
Total de mostres confirmades 469 100 140 100 203 100
Aneuploidies autosomiques
comunes 16,8 19,2 15,8
Aneuploidies autosomiques no
comunes 40,1 32,1 35,9
Aneuploidies cromosomes
sexuals 23,2 31,7 17,8
Anomalies estructurals 7,5 9,2 15,3
Poliploidies 6 1,4 6,8
Cromosomes marcadors 6,4 6,4 5,5
Alteracions multiples - - 2,9
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1.3.2.4.3 Patrons de distribucio en els llinatges cel-lulars dels parells cromosomics

Es interessant observar que la distribucié dels cromosomes en els MCP no és a
I'atzar, sind que, tal i com comenta Wolstenholme (1996), cada parell implicat té un
patré de comportament i un origen concret preferents. Aixi per exemple, gairebé
exclusivament s’observen trisomies del parell 3 en cultius curts i, per contra, es

constaten trisomies del parell 2 en cultius llargs.

Lestou et al. 'any 1998 publiquen un quadre (Fig. 1.13) resumint les dades de la
série de Ledbetter et al. (1992) i de la de TEUCROMIC de Hahnemann et al. (1997b),
mostrant quines son les tendéncies de cada parell de cromosomes, i Toutain et al.
I’'any 2010a, publiquen la seva experiencia en 13.809 casos. Els dos treballs tenen
marcadament en comu que les trisomies 2 s’observen en MCP tipus Il i que les

trisomies 16 s’observen MCP tipus Ill.

Negre: indica les trisomies que s’han observat en >10 %. Gris: les que s’han observat entre un 3 % i un 10 %.

Fig. 1.13: Distribucié dels cromosomes implicats en els mosaics confinats a placenta de la série

(Lestou et al., 1998).

Per altra banda Robinson et al. (1995, 1997, i 1999) intenta establir un patré de
comportament per a cada parell de cromosomes respecte |'origen embrionari. Aixi
per exemple, les trisomies dels cromosomes 2, 7 i 8 poden tenir un origen mitotic o
meiotic, les dels cromosomes 10 i 12 generalment sén d’origen mitotic i les dels

cromosomes 9, 13, 15, 16, 21 i 22 sén d’origen meiotic.

59



Introduccio

1.3.2.4.4 Mosaics confinats a la placenta i disomies uniparentals

Un dels problemes que es pot generar per la presencia de mosaics d’origen meiotic
son les disomies uniparentals (DUP). Es van definir per primera vegada en el treball
d’Engel et al. (1980) i es refereixen a la preséncia, en un individu fill, de dos
cromosomes (d’un parell determinat) del mateix progenitor. Si els dos cromosomes
gue s’hereten del mateix progenitor sén homolegs parlem d’heterodisomia i si son

dos cromosomes identics parlem d’isodisomia.

Fig. 1.14: Esquema dels mecanismes cel-lulars que poden formar disomies uniparentals.

Tal i com s’observa en la Fig.1.14, les disomies uniparentals es poden formar per

diferents mecanismes:

- Per pérdua trisomica (“rescat trisomic” o trisomy rescue). D’'una cel-lula
trisomica es perd el cromosoma que no esta repetit, de manera que els dos

cromosomes restants provenen del mateix progenitor. Generalment I'origen
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de les trisomies és per una no-disjuncido meiotica en un dels gametes
parentals. Si I'error de segregacid es produeix a meiosi I es pot generar una
nova cel-lula amb dos cromosomes homolegs (heterodisomia) i si la no-
disjuncio succeeix a meiosi II llavors la nova cel-lula tindra dos cromosomes
idéntics (isodisomia). Aquest mecanisme és el més comu en la formacié de
disomies. Quan es produeix, la probabilitat que les cel-lules filles presentin

disomia uniparental és un terg. (Fig. 1.15)

- Per complementacié gameética (compensatory UPD). Quan es fecunda un
oocit que té dues copies d’'un mateix cromosoma amb un espermatozoide que

no té cap copia del mateix parell de cromosomes o a la inversa.

- Per duplicaci6 en monosomies (“rescat monosomic”, o nullisomic gamet
duplication). Es duplica el cromosoma del parell monosomic i per tant tindrem
dos cromosomes que son identics. En aquests casos es produira una

isodisomia.

BPD: Disomia biparental; UPD: disomia uniparental

Fig. 1.15: Esquema de la segregacio dels cromosomes i les disomies (Lestou et al., 1998).
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Tots aquests mecanismes impliquen dos errors consecutius. En el primer cas, en
formar-se una trisomia que després es rescata ella mateixa; en el segon cas per la
suma d’un error en I'oogenesi i un en I'espermatogenesi; i en el tercer i darrer cas,
per la perdua d’'un cromosoma i la seva posterior recuperacié mitjancant la

duplicacié del cromosoma restant.

En gestacions trisomiques, a causa d’un procés de correccid de 'anomalia, aquesta
pot quedar localitzada només en el citotrofoblast i no en altres teixits fetals, donant

lloc a mosaics confinats a la placenta amb possibles disomies uniparentals.

Segons el cromosoma que estigui implicat en la disomia, poden formar-se fetus
amb defectes congénits si el cromosoma implicat té gens imprintats. També en el
cas d’isodisomia pot haver-hi conseqliencies fenotipiques amb la presencia de gens
recessius que poden manifestar-se amb un estat d’homozigosi. Per tant, les
disomies uniparentals poden influir en el desenvolupament fetal tant si sén per
heterodisomia com per isodisomia. En els casos d’isodisomia la probabilitat de que

els fills heretin gens recessius amb efectes severs o letals és molt més elevada.

La presencia d’'un MCP alerta d’'una possible disomia uniparental, i un resultat
citogenétic normal de LA no exclou que el fetus sigui efecte d’alguna DUP

(Wolstenholme, 1996; Los et al., 1998b; Soler et al., 2008).

En els casos en que es produeix un rescat cromosomic després d’un error de
segregaciod d’origen meiotic hi ha un 33,3 % de possibilitats que es produeixi una
disomia uniparental, és a dir, que el cromosoma rescatat no sigui el repetit. Per
tant, tindrem una parella de cromosomes que provenen del mateix progenitor
(Robinson et al., 1995; Grati et al., 2006). En la série de Grati et al. (2006) d’un total
de 15.109 casos estudiats de VC se’n van trobar 51 d’MCP que implicaven
cromosomes subjectes a imprinting, en els quals van estudiar la possible disomia
uniparental, que només es va confirmar en 1 cas, el qual representa 11,96 %.

Aguest baix percentatge probablement reflecteix que la majoria d’aquests MCP
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eren d’origen mitotic. Cox (2006) observa un 9,2 % de casos susceptibles de tenir
una DUP, pero tots aquests tenien també una herencia biparental, per tant d’origen
probablement mitotic. Soler et al. (2008) troben 18 casos amb trisomia de
cromosomes 7, 14 o 15, fan estudis de DUP i detecten un cas amb DUP 15mat.
Toutain et al. (2010a), de sis casos d’MCP tipus Il i susceptibles de DUP no en
troben cap, pero, entre els 13 casos d’MCP tipus Il i susceptibles de DUP, observen

un cas amb una isodisomia uniparental del cromosoma 15.

Els estudis realitzats de DUP posen de manifest que els casos en que s’observa
disomia és quan |'origen és meiotic, no s’ha observat cap cas amb I'origen somatic

(Robinson et al., 1995).

Un dels avantatges de la realitzacié d’ambdds cultius en paral-lel és la deteccid dels
mosaics confinats, els quals alerten de la possible presencia d’aquestes disomies

uniparentals.

Diversos autors recomanen fer un estudi de DUP en tots els casos en els quals
s’observi prenatalment un mosaic o una translocacid robertsoniana dels
cromosomes que tenen gens imprintats amb significat clinic, com sén els
cromosomes 6, 7, 11, 14 i 15 (Berend et al., 2000; Shaffer et al., 2001; Cox, 2006;
ECA, 2007). Encara que, Kotzot (2008) fent una revisid dels casos de DUP en
diagnostic prenatal, conclou que és recomanable fer estudis de DUP a nivell rutinari
nomeés en els casos en que es sospiti d’'una DUP 14pat, una DUP 15mat i una DUP
15pat. Quan la disomia sigui pels cromosomes DUP 6pat i DUP 7mat, el test s’hauria
de qliestionar perqué el significat clinic és incert. En els casos de DUP 11pat, DUP
14mat i DUP 16mat s’hauria de discutir cada cas. Per tots els altres cromosomes

I’estudi de la disomia en I’estadi prenatal no estaria indicat.

Alguns cromosomes tenen gens imprintats involucrats en el desenvolupament i en
les funcions de la placenta, els quals podrien contribuir a empitjorar les gestacions

amb mosaics confinats a la placenta (Wolstenholme. et al., 1994).
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1.3.2.4.5 Conseqtiencies en el desenvolupament de la gestacio dels mosaics confinats a la

placenta

Clinicament, s’ha vist que els MCP estan associats a un ampli espectre de
manifestacions que van des de gestacions amb desenvolupament normal fins a
gestacions amb mort intrauterina. Diversos autors relacionen els MCP amb
avortaments espontanis de primer trimestre, o amb pérdues fetals de segon i
tercer trimestre (Kalousek et al., 1992; Wapner et al., 1992; Roland et al., 1994;
Phillips et al., 1996). D’altres, pero, els relacionen amb una restriccié de creixement
intrauteri (Kalousek et al., 1983, 1991 i 1996; Lestou et al., 1998 i 2006; Stipolgev et
al., 2001; Grati et al., 2005; Wilkings-Haug et al., 2006; Robinson et al., 2010), amb
malformacions congenites (Los et al., 1998b), o només amb variacions del pes en el
naixement (Wolstenholme et al., 1994; Leschot et al., 1996; Yong et al., 2009), o
simplement amb una petita restriccié del desenvolupament perinatal (Amor et al.,

2006; Miura et al., 2006).

Els efectes clinics que tenen els mosaics confinats a la placenta depenen del tipus
de mosaic i, per tant, de la distribucid en els llinatges cel-lulars, també de 'origen
embrionari, mitotic o meiotic, del percentatge de cel-lules patologiques respecte de
les normals, aixi com del parell de cromosomes que hi participa. Tots aquests

factors interactuen a la vegada fent que el consell genétic sigui complex.

Segons Lestou et al. (1998) i Toutain et al. (2010a), es pot establir una petita relacio

entre el tipus de mosaic confinat a la placenta i les consequeéencies cliniques:

-Tipus |: encara que frequentment associats a desenvolupament fetals
normals, s’han observat casos d’avortaments espontanis, restriccio de

creixement intrauteri, o de mort perinatal.

- Tipus II: es troben en gestacions normals i rarament estan relacionats amb

restriccio de creixement intrauteri o mort fetal.
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- Tipus lll: sén els que tenen més casos relacionats amb restriccié de

creixement, baix pes al néixer i mort intrauterina.

Els mosaics d’origen mitotic estan relacionats amb un baix percentatge de
mosaicisme, i com que generalment es localitzen en només un teixit (habitualment
placenta), tenen menys probabilitat d’afectar el fenotip; per tant, s’espera que
seran MCP tipus | o Il. Podrien estar en més d’un teixit si la seva formacié fos molt
aviat (Robinson et al., 1999). D’aquests tipus hi ha pocs casos descrits d’origen
meiotic.

Generalment els MCP d’origen meiotic tenen més mal pronostic que els d’origen
mitotic (Robinson et al., 1995, 1997, 1999, 2010; Hahnemann i Vejerslev, 1997b;
Miura et al., 2006; Gardner et al., 2012). Majoritariament, dels errors meiotics
sorgeixen alts percentatges de mosaicisme, i en funcid del moment del

|ll

desenvolupament embrionari en que es produeixi el “rescat” trisomic, el mosaic
pot estar present en més o menys teixits fetals. Per exemple, pot ser un mosaic
generalitzat que afecti tant la placenta com I'embrid, com un mosaic confinat
només a la placenta o només al fetus. L'efecte clinic d’aquests mosaics depén,
principalment, del moment gestacional en que s’ha produit el rescat i per tant dels
llinatges cel-lulars que afecta. Ara bé, també pot estar lligat als possibles casos de

disomia uniparental, en el suposit que en el cromosoma hi hagi gens imprintats o

gens recessius.

L'origen mitotic o meiotic de la trisomia i les consequiencies cliniques que hi estan
relacionades també estan relacionades al parell de cromosomes implicats. Com ja
s’ha comentat anteriorment hi ha un patré de comportament per a cada parell de

cromosomes.

Algunes trisomies presenten diferencies d’origen embrionari segons la mostra que

s’analitza. El cas més clar és la trisomia 8, la qual s’observa que és somatica en
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mostres prenatals perd que generalment és meiotica en mostres d’avortaments

(Robinson et al., 1999).

Generalment, en els estudis prenatals només s’obté una mostra d’'una Unica
puncidé, i per tant, d’'una Unica zona del corion. Quan s’observa un elevat
percentatge de la linia anomala, seria logic pensar que pot estar relacionat amb un
origen meiotic de I'error, i per tant, que es troba en tota la placenta en igual

percentatge. Pero no sempre és aixi, ates que la mostra prové d’una Unica zona.

Pot succeir que hi hagi un efecte de la distribucio geografica del mosaic, de manera
que es produeixi una no-disjuncié tardana i que es localitzi la linia anomala només
en una zona concreta del corion; pot ser que el mosaic sigui un pseudomosaic; o
també pot ser que hi hagi presencia de bessons reabsorbits, de manera que, si
només s’extreu una mostra, aquesta pot provenir de la zona on es localitza el bessd
mort que es reabsorveix, i aixo alterara el resultat de I'analisi (Wolstenholme et al.,

1994).

Per aquesta rad, és recomanable, en tots els casos en que s’ha observat un MCP,
fer un seguiment de I'anomalia, analitzant mostres de diverses zones de la placenta

postnatal (Kalousek et al., 2000).

Ara bé, recentment, altres autors han observat que, amb els casos en que els
marcadors ecografics ens fan sospitar de la presencia d’'una aneuploidia fetal en un
MCP, sera necessari fer més estudis per cercar-la, ja que els mosaics residuals de
menys del 10 % també poden ser la causa dels efectes fenotipics adversos (Daniel
et al., 2004). Grati et al. (2005), després d’estudiar 12 gestacions amb restriccio de
creixement intrauteri, observen la presencia de mosaicisme residual a tres
gestacions. En tots els casos, els estudis citogenetics de les mostres sén normals.
Detecten el mosaicisme residual per tecniques de FISH i QF-PCR de I'ordre del 4,5 %

al 9,2 % pels cromosomes 2, 7 i 14.
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1.3.3 Mosaics rars: bessons reabsorbits, translocacions multiples simultanies

En algunes ocasions un cariotip en mosaic no s’explica per un mosaic confinat o un
mosaic generalitzat, sind que respon a fenomens naturals que es produeixen molt
rarament. Alguns d’aquests fenomens sén les quimeres, els bessons reabsorbits i

les translocacions multiples simultanies (jumping translocation).

1.3.3.1 Quimera

Una quimera es defineix com la presencia de dues linies cel-lulars que provenen de
dos embrions diferents. Les quimeres més freqlients es produeixen per una
transfusié fetofetal (sindrome de transfusio fetofetal) en una gestacié multiple
monocorial, acostumen a afectar només el teixit sanguini i generalment es detecten
per casualitat en individus normals. En altres casos la quimera es forma,
presumiblement, per una fusié de dos embrions. Els efectes fenotipics que poden
tenir les quimeres depenen de la constitucié genetica, de la distribucid i de la
freqliencia de les diverses linies cel-lulars (Plaja, 2006). Les quimeres sén un

fenomen rar en els humans.

1.3.3.2 Bessons reabsorbits o vanishing twin

Quan en una gestacié multiple un dels bessons mor en les primeres etapes de la
gestacio, queda retingut i adherit a la bossa amniotica. Sera un besso reabsorbit. En
aquests casos es pot produir una barreja de les dues linies cel-lulars, fet que es
detecta com un mosaic en els estudis citogenétics prenatals, encara que
ecograficament “només” s’observara un sol embrié amb una sola bossa i una Unica
placenta, quan en realitat es tracta d’una placenta bicorial fusionada (Tharapel et

al., 1989).

Tal i com comenten Wolstenholme et al. (1994), atés que només es fa la biopsia

corionica d’una zona concreta de la placenta, si aquesta es fa sobre el bessd
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reabsorbit pot generar un resultat cromosomic en mosaic i emmascarar el cariotip

fetal real.

Altres autors, com Kalousek (2000) creuen que també pot originar-se el mecanisme
de bessons reabsorbits quan es genera una nova linia cel-lular a partir d’un embrio
diploide per mitja de I'aillament les cel-lules andomales de les normals en la massa

cel-lular interna del blastocist.

Els casos en qué s’observa un mosaic citogenetic amb una divergencia dels

cromosomes sexuals només poden explicar-se per aquest mecanisme.

1.3.3.3 Translocacions multiples simultanies o jumping translocation

Les translocacions multiples simultanies es defineixen com alteracions
cromosomiques on hi ha un cromosoma donador i multiples cromosomes

receptors. Va ser descrit per primer cop per Lejeune et al., 'lany 1979.

Inicialment es van descriure en sindromes constitucionals, pero la majoria de casos
publicats es refereixen a malalties hematologiques en les quals la presencia
d’aquestes translocacions agreuja el pronostic (Aslan et al., 2005). En vellositats
corioniques poden observar-se diverses alteracions en els diferents llinatges

cel-lulars (Edwards et al., 2008).

Els punts de ruptura del cromosoma receptor habitualment sén zones riques en
DNA repetitiu (punts fragils comuns), com ara les regions telomeriques,
subtelomeriques i les regions NORs, mentre que en el cromosoma donador els
punts de ruptura se situen sobretot en les regions centromériques i
pericentromeriques (Levy et al., 2000; Annable et al., 2006; Edwards et al., 2008;
Reddy, 2010).

Edwards et al. (2008), revisant casos de translocacions multiples simultanies en
cromosomes no-acrocentrics, van observar que el cromosoma 18 és el més

freqientment implicat.
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1.3.4 Falsos cariotips en mosaic: limitacions tecniques, artefactes de cultiu i

contaminacions maternes

Altres origens que poden tenir els cariotips en mosaic son per limitacions tecniques,

per artefactes dels cultius o per contaminacions maternes.

Una limitacié técnica del cultiu curt és la llargaria reduida dels cromosomes que
s’obtenen, que generalment és d’'unes 150 bjh (bandes per joc haploid) i que no
permet observar algunes alteracions cromosomiques que poden ser detectades
posteriorment en el cultiu llarg. Obtindrem un resultat citogenétic fetal en mosaic

per limitacié tecnica.

D’altra banda, en els cultius cel-lulars de vegades es produeixen artefactes de cultiu
gue poden generar resultats citogenetics en mosaic, i que donarien lloc a cariotips
falsos en mosaic. Aixi doncs, en el cultiu llarg de les vellositats poden generar-se
noves linies cel-lulars a causa del cultiu in vitro (pseudomosaics). El creixement in
vitro d’'una colonia amb una anomalia cromosomica sobrevinguda en el cultiu llarg
pot ser I'origen d’un fals mosaic. Els cultius llargs tenen una certa tendéncia a donar
lloc a variacions cromosomiques, sobretot quan sén lents (Wolstenholme et al.,
1994). Per aquesta rad, en la Guia de Protocols i Qualitat de I’European
Cytogenetics Association (ECA, 2012) se suggereix de realitzar dos cultius llargs en

paral-lel i aixi poder discernir entre un mosaic d’origen in vivo i un d’origen in vitro.

Un altre origen de cariotip en mosaic sén les contaminacions maternes. Abans de
dividir la mostra per fer el cultiu curt i el cultiu llarg, es fa una separacié acurada de

les restes de teixit matern i d’altres restes de teixit que no siguin vellositats.

En el cas del cultiu curt el risc que creixin cel-lules maternes és practicament
inexistent, ja que el temps de cultiu és molt curt i les cel-lules maternes no tenen
prou temps per dividir-se. El fet que no hi pugui haver contaminacié amb cél-lules
maternes és, precisament, un dels avantatges d’aquest tipus de cultiu (Griffin et al.,

2007).
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Per contra, en el cultiu llarg si que existeix risc de contaminacié amb cel-lules
maternes, perque aquestes poden créixer barrejades amb les cel-lules fetals durant

el cultiu primari.

La presencia de cel-lules maternes només pot detectar-se en els casos en que hi
hagi una divergencia de cromosomes sexuals. Quan el fetus es femeni, si en el
cultiu llarg s’observa un mosaic amb una de les linies 46,XX, no és possible saber si

€s un mosaic real o una contaminacié materna si no s’apliquen estudis moleculars.

Gracies a I'experiencia adquirida, avui en dia, el risc de contaminacié materna en
cultiu llarg és practicament inexistent. Aixi i tot, no és nul. En la Taula 1.10 es

descriuen els percentatges que hem trobat en les series consultades.

Taula 1.10: Percentatge de contaminacid materna en cultiu llarg en les diferents series

consultades de vellositats per estudis prenatals

TIPUS DE
Tutors i anys de publicacié CULTIU n. %
Ledbetter et al., 1992 ambdods 11.473 1,8
ACC, 1994 ambdods 7.595 0,5
Van den Berg et al., 2000 llarg 1.838 0,4
Sikkema—Raddatz et al., 2000 llarg 1.958 3,6
Brun et al., 2003 ambdds 10.741 3/0,91*

*seleccid macroscopica de 1990 a 1995 / seleccié microscopica de 1996 a 1999.

En el treball de Sikkema-Raddatz et al. (2000), amb un percentatge més elevat, els
mateixos autors reconeixen que el seu valor sobresurt dels valors esperats, pero no
hi saben donar cap rad; i en el de Brun et al. (2003) aconsegueixen fer baixar el
percentatge de contaminacid materna, modificant la tecnica de seleccié de la

mostra pel cultiu cel-lular.
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1.3.5 Concepte de discrepancies fetoplacentaries

El terme discrepancies fetoplacentaries es refereix de manera general a tots els
casos en els quals hi ha diferencies entre el cariotip del fetus i el dels teixits
placentaris, perd Hahnemann (1997a) I'aplica només en els casos concrets en els
guals el cariotip placentari, tant si és anomal com normal, es troba en linia pura.
Segons aquesta autora, les discrepancies fetoplacentaries en “no mosaic” es

donarien en aquestes situacions:

a) Anomalia cromosomica en linia pura en teixit placentari i un cariotip diferent (en

mosaic o be diploide normal) en cel-lules del liquid amniotic, del fetus o del nounat.

b) Cariotip normal diploide en teixit placentari i un cariotip diferent (en mosaic o

no) en cel-lules del liquid amniotic, del fetus o del nounat.

Pero cal diferenciar clarament les discrepancies fetoplacentaries dels cariotips en
mosaics generalitzats o mosaics confinats. En la Taula 1.11 es detallen tots els
possibles cariotips de les vellositats i el fetus i se’n descriuen les dues situacions

segons Hahnemann et al., 1997a.
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Taula 1.11: Definicié dels cariotips de les vellositats en mosaic o discrepancies

fetoplacentaries segons els resultats citogenétics de les vellositats i del fetus (Hahnemann

etal., 1997a)

CARIOTIP* | Definicid del cariotip
CARIOTIP DE LES VELLOSITATS FETAL de les vellositats
CULTIU CURT CULTIU LLARG
mosaic mosaic
mosaic linia pura
mosaic normal
mosaic sense resultat
mosaic, mosaic (generalitzat o
linia pura mosaic linia pura o | confinat)
normal
normal mosaic
sense resultat mosaic
linia pura linia pura anomalia diferent
linia pura normal
normal linia pura
linia pura linia pura
linia pura sense resultat mosaic o
normal
discrepancies
sense resultat linia pura fetoplacentaries (no
mosaic)
normal normal
mosaic o
normal sense resultat ,
linia pura
sense resultat normal

* teixits embrionaris: cél-lules del liquid amniotic, sang fetal o restes fetals d’avortaments
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Altres autors (Farra et al., 2000) consideren les discrepancies fetoplacentaries com
discrepancies entre el cariotip placentari i el cariotip fetal, encara que aquests

cariotips poden ser en mosaic o en linia pura.

El concepte discrepancies fetoplacentaries és per tant ambigu i esta poc definit:

cada autor I'adapta al seu treball.

1.3.6 Diagnostic fals positiu i fals negatiu

Quan una alteracié cromosomica (en linia pura o en mosaic), s’ha observat en els
teixits extraembrionaris pero no en el fetus, es diu que el resultat citogeneétic de les
vellositats corioniques és un diagnostic potencialment fals positiu. Contrariament,
si el cariotip del fetus és anomal i el de les VC és normal (en tots dos cultius) es

considera un diagnostic potencialment fals negatiu.

Si el cariotip anomal observat en els teixits placentaris no té un estudi citogeneétic
de seguiment del fetus, i el fenotip del nounat és normal, també es considera un
fals positiu de VC; i si el nounat té un fenotip anomal o malformacions congenites i
Unicament es disposa del cariotip d’un dels dos cultius placentaris, es considera no

classificable o indeterminat (Hahnemann et al., 1997a).

Pel fet d’emprar les dues técniques de cultiu podem tenir diagnostics falsos positius

i negatius per cada una de les tecniques, i per ambdues tecniques conjuntament.

En els casos en que manca un dels dos cultius de les VC, si el cariotip estudiat és
anomal i el del fetus és normal, es considera un diagnostic fals positiu per aquell
cultiu, i si el cariotip d’un dels cultius és normal i el del fetus és anomal es considera

un diagnostic fals negatiu pel cultiu emprat (Van den Berg et al., 2006).

Diverses son les causes que originen diagnostics falsos com els mosaics confinats,
els rars i els mosaics falsos. N’hi ha altres que a causa de la seva raresa sén molt poc

freqlients, perd prou importants perquée les tinguem en compte quan observem
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resultats no coincidents entre el cariotip extraembrionari i el fetal. Algunes de les

que hem observat publicades sén:

- Doble puncié d’un mateix bessé en gestacions multiples (Poddighe et al.,

2005; Van den Berg et al., 2006).

- Mosaic de baix percentatge o distribucid de les linies cel-lulars no a I'atzar

entre els compartiments fetals (Daniel et al., 2004).

- No-disjuncié postzigotica o formacié d’un isocromosoma d’origen postzigotic
de les cel-lules de la massa cel-lular interna durant I'embriogénesi (Riegel i

Schinzel, 2005).

- Situacié en mosaic que no es detecta perque no hi ha ben distribuides les
dues linies i per atzar no s’ha agafat la mostra on es trobava la linia discordant

o per un baix index mitotic de les vellositats (Van den Berg et al., 2006).

En la Taula 1.12 s’observa el percentatge de falsos positius i falsos negatius de

diverses series consultades, pel cultiu curt, pel cultiu llarg i per ambdds cultius.
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Taula 1.12: Percentatge de diagnostics potencialment fals positiu i fals negatiu en treballs

consultats

FALS POSITIU FALS NEGATIU
Téecnica de cultiu, autors i any de publicacio % %
Cultiu curt
*Simoni et al., 1983 0,1 0,01
*Ledbetter et al., 1992 0,2 0,12
Pittallis et al., 1994 0,8 0,08
#*Hahnemann et al., 1997b 0,15 0,03
Kennerknecht et al., 1998 0,0001
Farra et al., 2000 0,8 0,06
#Grati et al., 2006 0,5 0,07
Van den Berg et al., 2006 - 0,4
Toutain et al., 2010b 0,1 3(0,03)$
Cultiu llarg
Ledbetter et al., 1992 0,06 0
Pittallis et al., 1994 0,31 0
#*Hahnemann et al., 1997b 0,05 0
#Grati et al., 2006 0,5 0,01
Ambdés cultius
Pittallis et al., 1994 0,16 0,02
#*Hahnemann et al., 1997b 0,03 -
Kennerknecht et al., 1998 0,0003
Brun et al., 2003 0,03 0
#Grati et al., 2006 0,09 -
Van den Berg et al., 2006 0 0,08

* Inclosos en l'article de Kennerknecht et al., 1998.
# Valors calculats a partir dels resultats.

S Indicacié marcador o defectes ecografics (altres indicacions).
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Es important observar que només el treball de Grati et al. (2006) descriu casos
falsos negatius del cultiu llarg, i que hi ha només dos treballs que observen falsos

negatius d’ambdds cultius.

1.4 ESTUDIS CITOGENETIS EN VELLOSITATS CORIONIQUES D’AVORTAMENTS

De tots els embarassos reconeguts, al voltant d'un 10 %-15% acaben en
avortament espontani, sobretot cap al final del primer trimestre. L'etiologia dels
avortaments és diversa (factors endocrins, infeccions, factors immunologics), pero
la causa geneética i concretament les anomalies citogenétiques, en son una de les
més importants amb una incidéncia que va més enlla del 50 % (Gardner et al,

2012).

L’estudi citogenetic dels avortaments no només proporciona dades rellevants de
cara al consell genetic sind que ofereix la possibilitat d’analitzar la incidéncia,
mecanismes de transmissid, tipus i efectes de les anomalies cromosomiques

(Silvestre, 1991).

Coneixer la causa de I'avortament redueix significativament I'angoixa en la parella i
el sentiment de culpabilitat de I'embarassada després de patir la perdua. A més,
permet realitzar un consell genetic acurat de cara a possibles noves gestacions,
veure fins a quin punt hi ha una recurréncia i si els progenitors sén portadors
d’alguna anomalia cromosomica (Warburton et al., 1987; Silvestre, 1991; Ribas,

2002).

Tan aviat com va ser possible obtenir un cariotip huma, es va descriure la primera
anomalia cromosomica en un avortament espontani (Penrose et al.,, 1961).

Posteriorment, als anys 60, Carr (1967) va realitzar els primers estudis cromosomics

76



Introduccio

amb avortaments i va demostrar que les anomalies cromosomiques poden ser la

causa d’un alt percentatge dels avortaments espontanis.

Un bon metode per estudiar les anomalies cromosomiques en avortaments és
emprar les vellositats corioniques com a mostra fetal (Hassold et al., 1980;

Warburton et al., 1987; Eiben et al., 1990).

En els protocols descrits per Silvestre (1991) i Diego-Alvarez (2008), s’aconsella
escollir les vellositats gracies a la seva diferenciacié morfologica, i al fet que
paral-lelament permeten detectar els mosaics confinats a la placenta. Altres autors
suggereixen analitzar mostres d’amni o del sac corionic per tal de prevenir possibles
contaminacions maternes, o també emprar altres tecniques diagnostiques com la
hibridacié genomica comparada (CGH), FISH o Arrays per no estan sotmeses a les

limitacions dels cultius cel-lulars.

1.4.1 Tecniques de cultiu en mostres d’avortaments

Per tal d’estudiar d’una manera completa els avortaments, conjuntament amb els
cultius curt i llarg de les vellositats corioniques, s’analitza una mostra d’altres teixits
fetals, de manera que, si observem un resultat citogenétic en mosaic, el resultat del
tercer cultiu permet discernir si es tracta d’'un mosaic generalitzat o bé d’un mosaic

confinat.

Tal i com s’observara més endavant a I'apartat de Material i Metodes, les técniques
de cultiu utilitzades en aquestes mostres que provenen d’avortaments sén
idéntiques a les emprades en les mostres prenatals. L’Unica tecnica no emprada en

el diagnostic prenatal és I'estudi de les restes fetals.

El percentatge de no-creixement pels tres cultius només I’lhem trobat en una série,

la de Khare et al. (2005).

Segons Hassold et al. (1980) el percentatge de no creixement varia per cada teixit

emprat. En un estudi de 1.880 mostres observen un 10,7 % en general, un 11,3 %

77



Introduccio

en restes del fetus, un 7,5 % en cordé, i un 8,5 % en mostres de corion (curt i llarg) i
d’amni.
En les series recollides el percentatge del cultiu curt oscil-la entre el 8,6 % al 24% i

el del cultiu llarg entre un 0 % i un 25 %. (Taula 1.13)

Els treballs de Sdnchez et al. (1999), Ribas et al., (2002), Khare et al. (2005), i

Morales et al., (2007) sén a partir de mostres de VC obtingudes abans de I'expulsié.

Taula 1.13: Percentatge de no-creixement dels cultius en series d’avortaments

TIPUS DE CULTIU
CURT LLARG RESTES FETALS
Autors i any de publicacié n. % % %
Griffin et al., 1997 691 24 18 -
Sanchez et al., 1999 93 8,6 - -
Ribas, 2002 139 12,3 24 -
Nagaishi et al., 2004 423 - 14,7 -
Karaoguz et al., 2005 134 - 6,7 -
Khare et al., 2005 126 10 0 86,5
Morales et al., 2007 116 11,2 - -
Diego-Alvarez et al., 2008 216 - 25 -

1.4.2 Anomalies cromosomiques en vellositats corioniques d’avortaments

Hassold et al. (1980) observen que el percentatge d’anomalies cromosomiques
disminueix amb mostres de formacid més tardana. Aixi, en les restes del fetus (de
formacié més tardana), el percentatge d’anomalies és del 30 %, i en mostres de

cordd, amni i vellositats (de formacié més primaria) és al voltant del 50 %.
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En la mateixa linia, Eiben et al. (1990) van observar com el percentatge d’anomalies
cromosomiques en les diferents edats gestacionals dels avortaments espontanis va
disminuint sobretot a partir de la 12a setmana. Aixi entre la 5a i la 7a setmana de
gestacio el percentatge és del 50 %; entre la 8aila 9a és del 51,4 %; entre la 10a i la
11a, del 56 %; entre la 12a i la 13a setmana, del 50 %; entre la 14aila 15a, es passa
al 38,2 %; i en gestacions de més de 16 setmanes, al 22,9 %. Per tant, la majoria de

les anomalies es detecten durant el primer trimestre de gestacio.

Tal i com s’observa en la Taula 1.14, el percentatge d’anomalies cromosomiques en

avortaments oscil-la entre un 40% i un 80%, segons els treballs consultats.

Taula 1.14: Percentatge de les mostres amb alteracions cromosomiques en vellositats

d’avortaments dels treballs consultats, amb el periode gestacional i les tecniques d’estudi

emprades.
TECNIQUES
Autors i any de publicacié n. TRIMESTRES | D’ESTUDI %
Eiben et al., 1990 750 1ri2n cultiu curt 68
Warburton et al., 1991 3.300 1ri2n ambdds 40
Sanchez et al., 1999 93 1r cultiu curt 62,3
Yusuf et al., 2001 1.587 1r, 2ni3r cultiu llarg 43,5
Ribas, 2002 138 1r ambdos 67,2
Nagaishi et al., 2004 423 - cultiu llarg 56,5
Morales et al., 2007 116 ler cultiu curt 80

Les anomalies cromosomiques numeriques son les anomalies que s’observen amb
més freqlencia. Les aneuploidies no comunes sén les anomalies cromosomiques

predominants, seguides per les poliploidies, les aneuploidies comunes i les dels
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cromosomes sexuals, després els mosaics, i en darrer lloc les anomalies
estructurals, i els casos de més d’una anomalia (Eiben et al., 1990; Warburton et al.,
1991; Nagaishi et al., 2004; Morales et al., 2007), encara que en la serie de Morales

et al. (2007) el percentatge de dobles anomalies és rellevant. (Taula 1.15)

Les trisomies més freqlients son les dels cromosomes 13, 15, 16, 18, 21 i 22. La
resta de trisomies es presenta en percentatges molt menors, i no s’ha observat fins
ara cap cas de trisomia del cromosoma 1, 11 i 19 en linia pura (Warburton et al.,

1991; Nagaishi et al., 2004).
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Taula 1.15: Freqlencia de les alteracions cromosomiques en vellositats procedents
d’avortaments
Eiben 1991 Warburton 1991 Nagaishi 2004 Morales 2007
etal., etal., etal., etal.,
n. % n. % n. % n. %
TOTAL 380 100 1.312 100 196 100 85 100
Aneuploidies
autosomiques 14,7 3 17,8 21,1
comunes
Aneuploidies
autosomiques no 45,6 46,2 40,8 40
comunes
Aneuploidies
cromosomes 10,6 17,5 12 9,5
sexuals
Anomalies
estructurals 0 0,8 0 1,2
equilibrades
Anomalies
estructurals 4,7 3,2 5,7 4,8
desequilibrades
Poliploidies 21,6 21 16,4 11,7
Alteracions 2,8 2,6 4,7 11,7
multiples
Mosaic -* 5,7 2,6 0

* Eiben et al. (1991) no diferencien les anomalies en linia pura o en mosaic.

Les anomalies cromosomiques afecten al desenvolupament gestacional de diverses

maneres. La monosomia (excepte la del cromosoma X) o els mosaics amb un

percentatge de cel-lules anomales més alt son probablement letals abans que la

morula es converteixi en blastocist. Aixi mateix, algunes trisomies son altament

letals, com la trisomia 1 (Vicic et al., 2008), la qual podria existir en petites
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proporcions en embrions preimplantacionals, o la trisomia 17, amb una incidéncia
del 12 % en embrions de 3 dies perd només del 0,2 % en avortaments espontanis

(Gardner et al., 2012).

Les altres trisomies observades en I'estadi de blastocist son similars a les
observades en avortaments de primer trimestre, que és quan es produeix un major
efecte de la seleccid. Aixi, les trisomies dels cromosomes 7, 8, 14, 15, 16 i 22
generalment s’avorten al llarg del primer trimestre, mentre que les trisomies dels
cromosomes 4, 13 i 21 ho fan al llarg del segon trimestre. La trisomia del
cromosoma 18 s’observa generalment entre I'1l1a i la 18a setmanes de gestacid

(Gardner et al., 2012).

En avortaments tardans, més enlla de la 18a setmana, és freqiient trobar trisomies
dels cromosomes 9, 13, 18, 21, monosomia del cromosoma X i triploidies,
anomalies que serien més viables (Hassold et al., 1980; Nagaishi et al., 2004).
Warburton et al. (1991) conclouen, pero, que la relacié entre I'anomalia i la
setmana de I'expulsié de la gestacid no esta del tot clara, ja que pot succeir que,
estant la gestacié aturada, I'avortament quedi retingut i s’expulsi més tard

(avortament diferit).

1.5 MOSAICISMES EN VELLOSITATS CORIONIQUES D’AVORTAMENTS

El percentatge de mosaicisme en avortaments varia enormement en la literatura
cientifica revisada: per exemple un 0% (Be et al. (1997), Ljunger et al. (2005) i
Morales et al. (2007)), un 2,6 % (Nagaishi et al., 2004), un 5,7 % (Warburton et al.,
1991), un 14,3 % (Dejmek et al., 1992), o fins a un 48,3 % (Vorsanova et al., 2005).
En aquest cas, els valors de mosaicisme publicats sén divergents perque les
tecniques de cultiu i les tecniques diagnostiques emprades no sén les mateixes.
Nagaishi et al. (2004) utilitza només el cultiu llarg de les vellositats, i per tant no pot

detectar totes les possibles discrepancies fetoplacentaries, mentre que Vorsanova
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et al. (2005) arriba al percentatge del 48,3 % utilitzant el FISH d’onze cromosomes,

també només amb cultiu llarg.

1.5.1 Mosaics generalitzats

No hem trobat cap treball que diferencii els mosaics generalitzats dels mosaics
confinats. Es tracten els mosaics en un mateix paquet si és que no els inclouen a

dins de les anomalies sense diferenciar-los de les linies pures.

1.5.2 Mosaics confinats a la placenta en avortaments

En els pocs treballs publicats que hem trobat que parlen d’"MCP en avortaments, els
percentatges de mosaics confinats a la placenta oscil-len entre un 0 % (Eiben et al.,
1991), i un 22,9 % (Kalousek et al., 1992). En el treball d’Eiben et al. (1991) el
percentatge d’anomalies no té en compte que sigui en linia pura o en mosaic; ara
bé, si que especifiquen que no troben cap cas de mosaic confinat. Griffin et al.
(1997) només fan els dos estudis de les vellositats coridniques i per aquesta rad no

classifiquen els mosaics confinats.

Es només al treball de Kalousek et al. (1992) que es detallen els diferents tipus
d’MCP. Com es pot observar en la Taula 1.16, dels 9 mosaics confinats, en 3 no
tenen estudis citogenetics del tercer cultiu, per tant no es pot discernir entre MCP i
MVF, i s’observa un cas de mosaic confinat al fetus, és a dir, 'anomalia només es

localitza en el fetus.

83



Introduccio

Taula 1.16: Percentatge dels tipus de mosaics confinats dels treballs consultats

McCP McCP MCP MCF
tipus | tipus Il tipus i
TOTAL n. % % % %
Kalousek et al., 1992 6 50 33 0 17

MCP: mosaic confinat a la placenta, MCF: mosaic confinat al fetus.

En la Taula 1.17 s’observa la distribucié de les anomalies cromosomiques presents
en els mosaics confinats en avortaments de les series de Kalousek et al. (1992) i
Griffin et al., 1997. Observen un 63,7 % d’aneuploidies no comunes, un 27,3 % de

poliploidies i un 9 % d’anomalies estructurals i que sén totes desequilibrades .

Taula 1.17: Percentatge d’anomalies en els MCP i tipus d’alteracié cromosomica observada

en avortaments

Kalousek et al., 1992 | Griffinetal., 1997

Anomalia n. % %
Total 9 100 100
Aneuploidies autosomiques comunes 0 0 0
Aneuploidies autosomiques no 6 66,7 7
comunes

Aneuploidies cromosomes sexuals 0 0 0
Anomalies estructurals 0 0 25
Poliploidies 3 33,3 0
Cromosomes marcadors 0 0 0
Alteracions multiples 0 0 0
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objectius

2. OBJECTIUS

Ja fa més de 20 anys que les vellositats corioniques s’usen en la practica diaria de
diagnostic prenatal com a material a partir del qual podem detectar anomalies

genetiques en la gestacio.

En I'estudi citogeneétic, es considera que s’ha observat un cariotip en mosaic quan
es visualitzen dues o més linies cel-lulars. Aquests mosaics poden tenir un origen in
vitro, generat pel propi cultiu cel-lular, o bé in vivo, quan I'individu estudiat té en la
seva dotacio genetica dues o més linies cel-lulars. La dificultat rau en distingir

d’entre les diferents causes quines poden afectar el desenvolupament gestacional.

Rutinariament, en l'estudi de les vellositats coridniques poden utilitzar-se dos
protocols, el cultiu-curt i el cultiu-llarg, cada un dels quals generara un cariotip fetal
a partir de linies cel-lulars d’origen distint. A partir de la utilitzacié dels dos cultius
en paral-lel es poden visualitzar especificament els mosaics confinats, que poden
influir en el desenvolupament gestacional, i aixi es poden diferenciar d’altres tipus

de mosaic.

Hem centrat aquest treball en I'estudi dels cariotips en mosaic, tant de mostres
prenatals, és a dir destinades al diagnostic prenatal citogenetic, com de mostres

procedents d’avortaments.

Determinar la causa d’avortament proporciona la informacié necessaria per establir
el risc de recurréncia de cara a les seglients gestacions i ajuda a disminuir el grau
d’angoixa de la parella. Per aix0, aconseguir el cariotip fetal d’un avortament és
important, i les vellositats coridoniques sén, en aquest cas, un bon material de

partida.
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Aixi doncs, els objectius que ens hem proposat son:

1. Comparar el rendiment de les tecniques de cultiu cel-lular curt i llarg, per a
I’obtencid del cariotip fetal a partir de mostres procedents de biopsies de corion de

gestacions en curs i d’avortaments espontanis.

2. Comparar les anomalies cromosomiques detectades en mostres de vellositats
corioniques procedents de biopsies de corion per a diagnostic prenatal amb les

anomalies detectades en el grup de mostres procedents d’avortaments.

3. Analitzar les modalitats de cariotips en mosaic: els mosaics generalitzats, els
mosaics confinats, els mosaics rars i els mosaics falsos, tant en les mostres

prenatals com en les d’avortaments.
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3. MATERIAL | METODES

S’ha rebut un total de 3.011 mostres de vellositats corioniques (VC) al laboratori de
Prenatal Genetics S.L. durant el periode que va del gener de 1991 al desembre de
2010. Del total de les mostres rebudes, 2.460 corresponien a biopsies de corion per
a diagnostic prenatal obtingudes de gestacions en curs, i les 551 mostres restants

corresponien a VC procedents d’avortaments.

Els estudis citogenétics s’han realitzat seguint els protocols establerts per la
societat anglesa UKNEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment),
I’espanyola AEDP (Asociacion Espafiola Diagndstico Prenatal) i I'europea ECA

(European Cytogeneticists Association).

Consideracions prévies i limitacions de |'estudi

En primer lloc cal aclarir que els resultats que s’analitzen en aquest treball tenen la
idiosincrasia del laboratori Prenatal Genetics, és a dir, d’'un laboratori privat. Per
aquesta rad, en alguns casos observem que hi ha proves suplementaries, que
probablement serien interessants a nivell cientific perd que no sén imprescindibles
per a un consell geneétic, les quals no s’han realitzat, i que alguns dels resultats dels
estudis de seguiment fets no s’han pogut contrastar amb els nostres, ja que s’han

realitzat a altres laboratoris i no ha estat possible aconseguir-ne la informacio.

Els resultats que s’analitzen provenen de diagnostics citogeneétics realitzats des de
I'any 1991 fins al 2010. Per aquesta rad s’ha de tenir en compte que les primeres
mostres del treball eren les usades en la posta a punt de les tecniques, i que dins
I"estudi s’han inclos totes les millores tecniques que s’han desenvolupant amb
I'objectiu d’un guany en el rendiment tant econdmic com técnic. Es un estudi

retrospectiu sense cap seleccio dels casos.
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Un altre fet rellevant és la diversitat dels centres de procedencia de les mostres.
S’han analitzat mostres provinents de centres publics, sotmesos a criteris de risc, i
de centres privats en els quals la realitzacié de la prova invasiva només depen de la

voluntat de la parella.

3.1 ESTUDIS CITOGENETICS DE MOSTRES DE VELLOSITATS CORIONIQUES
PRENATALS

De les 2.460 mostres rebudes de VC per a estudis prenatals, un 4 % es va etiquetar

com a mostra inadequada. Per tant, en total s’han cultivat 2.360 mostres.

3.1.1 Setmanes de gestacid i indicacio medica per a I’estudi prenatal

Les biopsies de corion per a estudis prenatals s’han extret entre les setmanes 10 i
14 de gestacio pero, com que en el 65 % dels casos rebuts no ens han subministrat
informacié de la setmana exacta de la intervencid, no presentem cap taula de
distribucio.

La dada indicacido médica per la qual s’ha sol-licitat I'estudi prenatal ens ha estat
facilitada en un 87,2 % de les mostres cultivades. En I’Annex | es fa una descripcid
de les indicacions. La distribucid de les mostres segons la indicacio medica es
descriu en la Taula 3.1. El motiu més frequient és I'’edat materna avang¢ada (36,4 %),
seguida de I'angoixa materna (14,4 %) i dels casos amb marcadors ecografics (11,8

%).

Les causes per les quals es reben les mostres depenen de les peculiaritats de cada
centre. A Catalunya, els centres adscrits al sistema de salut publica (CATSALUT)
només poden fer bidopsies de corion en les gestacions que tenen un risc elevat de
tenir un fill afecte de defecte congenit. Oposadament, moltes parelles sense un risc
objectiu pero angoixades per aquesta possibilitat (indicacié d’angoixa materna) se

sotmeten a biopsia de corion en centres sanitaris privats.
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Com ja hem comentat anteriorment, en el nostre cas, les mostres que presentem
en aquest estudi provenen tant de centres d’extraccid publica com privats. Per

aquesta rao, la indicacié angoixa materna és la segona causa de sol-licitud.

Taula 3.1. Distribucido de les mostres segons la indicacio médica de I'estudi citogenétic per a

mostres de vellositats corioniques

n %
TOTAL de mostres rebudes 2.360 100
Edat materna avancada 864 36,6
Angoixa 339 14,4
Anomalies o Marcadors ecografics 279 11,8
Doble indicacié 162 6,8
Gestacio anterior amb cromosomopatia 135 5,8
Cribratge bioquimic de primer trimestre 117 4,8
Cribratge bioquimic de segon trimestre 90 3,8
Avortaments de repeticid 14 0,7
Progenitor amb cromosomopatia 13 0,6
Triple indicacio 13 0,6
Reproduccid assistida 12 0,5
Altres estudis 10 0,4
Parametre bioquimic alterat 8 0,3
Confirmacié 4 0,1
Sense dades 300 12,8
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3.1.2 Obtencid i transport de les mostres

Les mostres de VC per a estudis prenatals s’han obtingut per via transabdominal o
via transcervical sota control ecografic. Cada obstetra utilitza una via o altra segons

la posicié de la placenta, les setmanes de gestacid i la seva propia experiencia.

Les mostres es recullen en condicions d’esterilitat i s’introdueixen dins de tubs

esterils de 50 ml, als quals previament s’ha inserit el medi de transport.

El medi de transport es prepara amb el medi base (RPMI 1.640 o F-10), al qual
s’afegeixen antibiotics (penicil-lina G 10.000 IU/ml i estreptomicina 10 mg/ml) i que

s’ha de mantenir a 42C fins al moment de la seva utilitzacio.

3.1.3 Tecniques de cultiu cel-lular

Segons els controls de qualitat externs (ACC, AEDP i ECA), en totes les mostres
rebudes s’haurien de fer dos estudis diferents, que en el nostre cas son el cariotip

del cultiu curt i el cariotip del cultiu llarg.
Les vellositats que nosaltres estudiem sén vellositats terciaries i del corion frondos.

Amb I'ajut d’'una pipeta Pasteur, es trasllada la mostra del tub de transport a una
placa de Petri de 35 mm, a la qual previament s’ha posat una solucié salina sense
Ca®* ni Mg** (Salt Solution HBSS). Seguidament es realitza un dels passos més
importants: la seleccio fina de la mostra. Sota un microscopi estereoscopic de llum
epifocal a 10X, i amb I'ajut de dues agulles esterils, se seleccionen les vellositats de
la resta de material que no sigui fetal. Aixi se separa la decidua, els coaguls de sang,

els filaments negres (petites arteries buides), la mucosa, etc.

Abans de posar a cultivar la mostra es fa una valoracié de la quantitat de mostra

aprofitable.

Un cop la mostra esta neta de restes maternes i altres restes no aprofitables, es
realitza la seva analisi i classificacid6 morfologica seguint la classificacid propia

descrita per I'autora (Cuatrecasas, 1993).
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Un cop seleccionades les vellositats es divideix la mostra en dues parts
asimetriques: dues terceres parts es destinen al cultiu curt i I'altre terg es processa

per al cultiu llarg.

Quan la quantitat de la mostra rebuda ha estat insuficient per fer ambdds cultius, a
Iinici de la série (anys 1991 a 1998) es va optar per fer només el cultiu curt, pero
posteriorment es va modificar la politica del laboratori i es va passar a fer només el
cultiu llarg, seguint les recomanacions de la ACC (2007). De totes maneres, en
aquells casos en que hom té una solida sospita d’alteracié cromosomica, o quan es
vol determinar el genere embrionari abans d’un estudi molecular, o bé en els casos
de progenitors portadors d’alteracions cromosomiques estructurals, s’escull el

cultiu curt per tal d’obtenir el resultat citogenétic en el lapse més curt (ECA, 2007).

3.1.3.1 Cultiu curt

Com que es tracta d’un cultiu directe, les metafases que s’analitzaran corresponen

a cel-lules que estiguin espontaniament en divisio.

Sobretot per al cultiu curt és important que el temps entre I'extraccid i el cultiu de

la mostra sigui el més curt possible.

Hi ha diverses modalitats de cultiu curt: cultiu curt directe (un cop neta la mostra es
cultiva conjuntament amb I'agent antimitotic) o bé cultiu curt semidirecte (la
mostra es deixa cultivant durant un periode de temps abans d’afegir I‘agent
antimitotic), i cada laboratori de citogenetica aplica I'una o l'altra modalitat en

funcid de la propia rutina de treball.

Per a establir el cultiu curt de la mostra rebuda, el procediment a seguir és el

descrit per Simoni et al. 'lany 1983, amb petites variacions.

Un cop tenim la mostra seleccionada i dividida, cada vellositat es posa en una placa

de Petri diferent amb 2 ml del medi de cultiu especial per a cultiu curt de corion.
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Per tant, de cada mostra hi poden haver diverses plaques en cultiu paral-lel que ens

han de servir en la interpretacid dels resultats discrepants.

El medi de cultiu RPMI-1640 es completa amb penicil-lina i estreptomicina (1 % de
penicil-lina G 10.000 iu/ml i estreptomicina 10 mg/ml), L-glutamina (2 %), HEPES (10
ul) i serum bovi fetal (5 %). La concentracié de serum és més baixa que en altres
tipus de cultius, ja que s’ha comprovat que aixi s’obté un millor rendiment (Terzoli

et al., 1985).

El cultiu in vitro es desenvolupa en una incubadora en condicions estandards, és a

dir, a372C, 5 % de CO, en aire i 95 % d’humitat relativa.

Durant el periode comprés entre els anys 1992 i 1999, el temps de cultiu previ a
afegir I'agent antimitotic era de 21 hores i 50 minuts (temps descrit per Simoni et
al., 1983), pero a partir de I'any 2000 aquest temps es va escurcar fins les 2 hores,
ja que les nostres proves de control intern i millora de protocols aixi ens ho van

permetre.

A la seglient taula presentem els canvis més importants que s’han introduit en els

nostres protocols al llarg dels anys.
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Taula 3.2 Cronologia de les variacions metodologiques introduides al llarg del treball.

ANY CANVIS DE METODOLOGIA

De 1991 a 1998 mostres amb <10 mg, només cultiu curt

mostres amb <10 mg, només cultiu llarg, i FISH al cultiu curt en
A partir de 1999
casos d’indicacié de risc molt elevat

De 1992 a 1999 temps de cultiu curt: 21 hores i 50 minuts

A partir de 2000 temps de cultiu curt: 2 hores

De 1991 a 1995 medi de cultiu pel cultiu llarg: Chang o Ultroser G*

A partir de 1996 medi de cultiu pel cultiu llarg: Amniomax

A partir de 2008 2 o 3 cultius llargs quan la quantitat de mostra ho permet

* Ultroser G: medi base Ham F10 o RPMI amb sérum sintétic Ultroser G

Un cop finalitzat el periode de cultiu in vitro s’afegeixen 0,5 ml d’agent antimitotic

(Colcemid 1p/ml) per cada placa i es deixa actuar durant 50 min. a 379C.

De les plagues de Petri s’extreu el medi de cultiu i s’afegeix I'hipotonic (citrat
trisodic a I'1 %) gota a gota, fins a un volum total de 2 ml. Llavors les plaques es

tornen a incubar a 372C durant 20 min.

A continuacié s’extreu la meitat del volum de I'hipotonic i s’afegeix el fixador (acid

acetic: etanol en proporcid 4:1) fins als 2 ml. Es deixa actuar durant 10 min. a 42C.

Finalment s’extreu la mescla hipotonic-fixador i s’afegeix fixador nou i fresc que es

deixa actuar durant 10 min. Aquest procés es repeteix encara dues vegades més.

El seglient pas és preparar les mostres per a fer les extensions de material, tal i com

es descriu a I'apartat 3.1.3.3.

En la figura 3.1. s'observa un cariotip procedent d’un cultiu curt de vellositats

corioniques d’una mostra prenatal.
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Fig. 3.1: Exemple de cariotip de cultiu curt de vellositats corioniques prenatals.

3.1.3.2 Cultiu llarg

Per al cultiu llarg s’agafa la tercera part de la mostra neta i es diposita en una placa
de Petri on, en sec i amb I'ajut d’un bisturi, es trosseja. Posteriorment la mostra ja
fragmentada es trasllada, amb I’ajut d’una pipeta, en un flascé de 25 ml que conté

5 ml de medi.

Si la mostra és abundosa se’n fan dos cultius llargs paral-lels, encara que

rutinariament nomeés se n'extreu un.

Es pot analitzar un unic cultiu llarg quan el resultat obtingut és diferent del cariotip

matern, és a dir en els casos en que:
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- El resultat indica génere masculi.
- El resultat confirma una trisomia observada previament en el cultiu curt.

- Almenys un dels progenitors sigui portador d’una reorganitzacié cromosomica, i, si
el fetus és femeni, tingui una versié en desequilibri de la reorganitzacio, o bé hagi

heretat la reorganitzacié procedent del pare.
A més a més, l'altre cultiu llarg també es fara servir en els casos en queé:
- No s’obtingui resultat del cultiu curt.

- El resultat d’un cultiu indiqui genere femeni i no hi hagi un resultat consistent del

cultiu curt.

- S’observi un mosaic no present en el cultiu curt, per tal de confirmar que no es

tracta d’'un pseudomosaic.

- S’observi una alteracié cromosomica que no sigui una trisomia detectada

previament el en cultiu curt.

Encara que el medi més utilitzat per al cultiu llarg ha estat el medi Amniomax
(GIBCO), les primeres mostres es van cultivar en medi Chang (IRVING) o en medi
complet (medi base RPMI 1.640 amb L-glutamina, 10 % d’ Ultroser G, 20 % de

serum bovi fetal i 1 % d’antibiotics).

El cultiu llarg roman una setmana dins de I'incubadora en condicions estandard, i,
transcorregut aquest temps, es controla el creixement cel-lular en un microscopi
invertit i es canvia per primera vegada el medi de cultiu. A partir d’aqui cada dos
dies es canvia el medi, fins que es decideix que el creixement cel-lular ja és

suficient.

Arribat aquest moment, s’afegeixen 0,2ml d’agent antimitotic (Colcemid 1p/ml)
gue es deixen actuar durant 90min. a dins de I'incubadora en condicions de cultiu

estandard.
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Per separar les cel-lules del flascé s’empra tripsina-EDTA (GIBCO), que es deixa
actuar durant 1min. a 379C. Per neutralitzar I'efecte de la tripsina s’afegeixen 5ml

de medi de cultiu nou.

A continuacié es trasllada el material a un tub conic i se centrifuga (8min. a 800g)
per recollir el botd cel-lular. S’afegeix I'hipotonic (clorur potasic 0,075M) gota a
gota amb I'ajut d’un agitador fins a uns 10ml de volum final. Es deixa actuar durant

10min. a 379C.

Abans de tornar a centrifugar, s’afegeix al tub, i gota a gota, 1ml de fixador Carnoid

prerefredat a 42C. Es el que anomenem procés de prefixacio.

A continuacié es centrifuga la mostra, i seguidament es decanta el liquid i s’afegeix
gota a gota fixador (a 42C) fins a uns 8ml de volum final. Es centrifuga la mostra un

altre cop, procés que es repeteix encara una vegada més.

En la figura 3.2 s’observa un cariotip procedent d’un cultiu llarg d’'una mostra de

vellositats corioniques prenatals.
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Fig. 3.2: Exemple de cariotip de cultiu llarg de vellositats corioniques prenatals.

3.1.3.3 Extensions

Per tenir extensions de qualitat és necessari que les metafases quedin ben esteses i

aixi poder comptar i identificar els cromosomes.

Per tal d’aconseguir que, al cultiu curt, les metafases quedin ben aillades i
separades de I'entramat del teixit, és necessari disgregar la vellositat abans de fer-
ne les extensions, ja que les cel-lules del citotrofoblast, que sén les que es

divideixen espontaniament en els cultius curts, es troben dins I'entramat del teixit.

Aquesta disgregacio és de tipus quimic i s’aconsegueix afegint a cada placa 0,5ml

d’acid aceétic al 60 % durant 5min.
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Es necessari, i molt important, que els portaobjectes sobre els quals es faran les
extensions estiguin ben nets i desengreixats, per aixd es guarden submergits en

metanol a 42C.

Aguests portaobjectes, apropiadament identificats, es posen en una placa escalfada
a 609C, i amb I'ajut d’una pipeta Pasteur de vidre es fan les extensions, fent gotejar

el material biologic al damunt dels portaobjectes.

Els portaobjectes es deixen assecar durant 30min. a 602C i es guarden a 372C fins al

dia seglient.

De cada vellositat procedent del cultiu curt se’n fa dues extensions, i aixi, en el
suposit que observéssim un cariotip en mosaic, podriem identificar si la linia
patologica és a tota la mostra o bé només en algunes vellositats. Per cada mostra es

fan les extensions corresponents a dues o tres vellositats.

Pel que fa al cultiu llarg, també amb una pipeta Pasteur de vidre es fan les
extensions fent gotejar el material biologic al damunt dels portaobjectes nets.
Aguests es valoren en un microscopi invertit per tal de buscar-hi metafases i
determinar quins sén els millors portaobjectes; i modificar, si cal, les
concentracions cel-lulars en funcié de la densitat de metafases observada als

portaobjectes.

De cada cultiu es fan quatre portaobjectes que s’assequen a temperatura ambient

durant tota la nit.

D’ambdds cultius, curt i llarg, el material restant es col-loca en un tub de centrifuga

amb fixador nou i es conserva a 42C per si fos necessari fer altres estudis.

D’acord amb la legislacid vigent els portaobjectes amb les extensions es guarden

durant 5 anys (ECA, 2011) i el material de 42C es guarda fins al final de la gestacié.
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3.1.3.4 Tinciod dels portaobjectes

Els portaobjectes que es destinin a fer les bandes G s’envelleixen durant 90min. a
1209C. Posteriorment se submergeixen en un solucié salina (2xSSC) durant 8min., i
seguidament es netegen amb aigua i es tenyeixen amb colorant Wright (tampo

Sérensen: colorant Wright en proporcié 3:1; Yunis, 1988).

En alguns casos, com per exemple en els estudis de polimorfismes, cal realitzar
I’estudi de bandes C (Summer, 1972) i/o de bandes Ag-NOR (Goodpasture et al.,
1975). Les bandes C marcaran les regions d’heterocromatina del centromers de tots
els cromosomes, els satel-lits dels cromosomes acrocentrics i les regions
paracentromeriques dels cromosomes 1, 9, 16 i Y, mentre que les bandes Ag-NOR

tenyeixen els peduncles de fixacié dels satel-lits en els cromosomes acrocéntrics.

3.1.4 Estudi citogeneétic

Per a l'estudi citogenéetic complet del cultiu curt es compten 20 metafases i se’n
cariotipen 5. L’analisi cromosomica es fa directament al microscopi o amb un
programa de tractament d’imatges (IKAROS, Metasystems Co). Amb el comptatge
de 20 metafases descartem mosaics amb més del 10 % de preséncia (Hook, 1977).

El nivell de bandes que generalment s’adquireix és de 150bjh (bandes joc haploid).

Per a I'estudi citogenetic complet del cultiu llarg i de les restes fetals es compten 10
metafases per a cada cultiu, de les quals se’n cariotipen 3. El nivell de bandes que

generalment s’adquireix és de 400 bjh.

Segons les Normatives que es segueixen es requereix un cert nivell de bandes en
funcid de la indicacié per a la qual s’ha sol-licitat I'estudi. Aixi, per exemple, per als
casos en que la indicacio és edat materna es requereix un nivell de bandes minim

de 150 bjh, o pels casos de marcadors ecografics es requereix 400 bjh.
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3.1.5 Interpretacio del resultat citogeneétic i estudis de seguiment

No totes les anomalies cromosomiques observades en estudis de vellositats
corioniques tenen el mateix valor. Sikkema-Raddatz et al., (2000) classifiquen les
troballes citogenéetiques en dos grups, pel que fa a la seva representativitat del

cariotip fetal: troballes certes i troballes incertes.

En els casos en qué s’observi una anomalia cromosomica (sigui en linia pura o en
mosaic) en els dos cultius cel-lulars, en alguns casos es recomanara confirmar el
cariotip en I'estudi d’un teixit d’origen fetal, excepte, si 'anomalia cromosomica es
confirma per les indicacions de marcadors o anomalies ecografiques associades a

I’'anomalia o bé de progenitors amb cromosomopatia.

Sobre aquesta recomanacié hi ha algunes excepcions que cal tenir en compte: els
cariotips en linia pura de la trisomia 21, les trisomies dels cromosomes sexuals en
linia pura, les triploidies en linia pura, les anomalies estructurals en linia pura (Taula

3.3).

Seguint la mateixa idea, Schuring-Blom et al. (2002) observen 11 casos de falsos
positius de trisomia 13 i 18, i suggereixen esperar sempre al resultat del cultiu llarg
guan s’observen aquestes dues aneuploidies, si és que |'observacidé ecografica no

confirma I"anomalia cromosomica.

Smith et al. (1996), comenten el fet que és importantissim tenir el resultat de les

dues tecniques de cultiu quan es troba una anomalia cromosomica.
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Taula 3.3 Descripcid de les anomalies considerades certes o incertes pel que fa a la

representativitat del cariotip fetal

TROBALLA CERTA (en ambdés cultius) = no fer estudis de seguiment

Linia pura de trisomia 21

Linia pura de triploidia

Linia pura de trisomia cromosomes sexuals

Linia pura d’anomalia estructural

Linia pura de cromosoma marcador amb marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de trisomia 13 + marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de trisomia 18 + marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de monosomia de I’X + marcadors o anomalies ecografiques associats

TROBALLA INCERTA (en ambdds cultius) = fer estudis de seguiment (estudi cromosomic,

FISH o UPD) en mostres de liquid amniotic o sang fetal, cariotip dels
pares, analisi ecografica exhaustiva, i si és possible confirmacié de
I’'anomalia cromosomica en avortament

Linia pura de trisomia 13 sense marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de trisomia 18 sense marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de monosomia de I’X sense marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de cromosoma marcador sense marcadors o anomalies ecografiques associats

Linia pura de totes les altres aneuploidies

Tots els mosaics numerics i estructurals

Pels casos de tetraploidies seguim el protocol publicat per Noomen (2001).

Quan es detecta un mosaic de nivell | o Il (pseudomosaic) és recomanable fer un
comptatge més exhaustiu, tot i que no existeix encara un protocol de consens

internacional, a diferencia del I'qgiquid amniotic (Hsu et al., 2001). Quan es tracta
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d’un mosaic tipus lll, tant si és generalitzat com confinat, en funcié de la indicacid
de l'estudi, del cromosoma implicat en l'alteraci6 cromosomica i/o del tipus
d’anomalia, es recomana la confirmacié de l'alteraci6 cromosomica amb I'estudi

d’un altre teixit fetal (liquid amniotic, sang fetal...).

El seguiment citogenetic de I'anomalia cromosomica en les restes fetals dels ILE
hauria de formar part del propi control intern del laboratori. De totes maneres, en
la realitat diaria, son pocs els casos en que aquesta norma es compleix, i la majoria
de gestacions d’aquestes caracteristiques s’avorten sense una confirmacié de

I’'anomalia cromosomica detectada.

En els casos en que s’ha detectat un mosaic confinat a placenta (MCP) en els
estudis prenatals, Kalousek (2000) recomana després del naixement del fetus,
analitzar la placenta a terme o bé algun altre teixit del nounat per fer-ne el

seguiment citogenetic.

Una de les tecniques que s’ha realitzat com a complement dels estudis citogenetics
és la hibridacid fluorescent in situ (FISH), que ens permet, mitjancant la utilitzacid
de sondes de DNA marcades amb fluorescent, identificar fragments coneguts de
DNA. Aixi per exemple, quan no s’obté algun resultat citogenétic es pot realitzar un
estudi de FISH (sondes Aneuvysion, Vysis), i aixi analitzar en nuclis interfasics les

aneuploidies més comunes.

Els estudis de disomia uniparental (DUP) sén necessaris en els casos en que s’ha
observat un mosaic dels cromosomes 6, 7, 11, 14 i 15, en els casos de
translocacions robertsonianes que participen dels cromosomes 14 o 15 i en els
casos de cromosomes marcadors procedents dels cromosomes 7, 11, 14 i 15 (ECA,

2007).
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3.2 ESTUDIS CITOGENETICS DE MOSTRES PROCEDENTS D’AVORTAMENTS

A Prenatal Genetics S.L. se segueix el protocol segons el qual per a cada gestacio es
sol-licita dues mostres: una mostra de teixit extraembrionari (placenta o vellositats
corioniques) i una altra de restes fetals o restes embrionaries, en tots els casos

d’avortaments.

Durant el mateix periode, del gener de 1991 al desembre de 2010, s’han obtingut
551 mostres corresponents a vellositats corioniques obtingudes de gestacions
interrompudes. D’aquestes, 41 es van descartar des de l'inici perque es

consideraven inadequades; per tant es van cultivar 510 casos.

En aquest grup de mostres s’inclouen les gestacions espontaniament
interrompudes (de primer i segon trimestre). Quan no es rep informacié de si és un
ILE (Interrupcié Legal de I'Embaras) es considera que és espontania. No podem

tenir informacié de moltes de les mostres, ja que no ens arriba.

3.2.1 Setmanes de gestacio de mostres procedents d’avortaments

Per a les mostres d’avortaments, I’Unica dada que se sol-licita és la de les setmanes
de gestacid. El rang de setmanes de gestacio és, ldgicament, molt més ampli que el
de les mostres prenatals, i en el nostre estudi abraca des de la 6a fins a la 38a
setmana de gestacid, encara que més d’un 80 % dels casos rebuts provenen de
gestacions de primer trimestre (Taula 3.4). En 182 mostres de les 510 cultivades no

es va obtenir aquesta dada.
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Taula 3.4 Distribucié segons les setmanes de gestacié de les mostres procedents

d’avortaments cultivades

n %
TOTAL de mostres cultivades 510
TOTAL de mostres informades 328 100
de la 5a a la 9a setmana de gestacid 192 58,9
de la10a ala 14a 78 23,3
dela1l5aalal7a 23 7,2
més enlla de la 18a 35 10,6

3.2.2 Obtenciod i transport de les mostres procedents d’avortaments

Les mostres procedents d’avortaments s’obtenen de fer una biopsia abans de
I’expulsid o bé recollint una mostra de les restes avortives expulsades. Aquesta

informacid no arriba al laboratori.

El sistema de transport i els tubs de transport emprats son els mateixos que per a

les VC prenatals.

3.2.3 Tecniques de cultiu cel-lular en mostres prodecents d’avortaments

En el nostre laboratori de cada cas d’avortament es realitzen tres cultius cel-lulars,

dos de la mostra placentaria i un de les restes embrionaries.

Les tecniques de cultiu curt i cultiu llarg son les mateixes que les de VC prenatals.
En el cultiu curt, com que es tracta d’un cultiu directe, les metafases que
s’analitzaran corresponen a cel-lules que s'estiguin dividint en aquell moment, i per
aquesta mateixa rad, en les mostres procedents d’avortaments, si la gestacié ha

estat molt temps interrompuda, el cultiu directe sera el que més se’n ressentira.
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3.2.4 Tecniques de cultiu de teixits fetals

Com ja s’ha comentat, amb les mostres d’avortaments es fa un tercer cultiu amb la
mostra de restes fetals o embrionaries. Per a aquest, la quantitat de mostra que se

sol-licita és d'un centimetre cubic de teixit fetal.

El teixit fetal que s’utilitza varia segons cada cas. Si s’observa que la mostra és
compatible amb el teixit embrionari s’'usa aquesta part de la mostra, pero en els
casos en que no s’ha rebut teixit fetal s’agafa un fragment d’amni. La tecnica de

cultiu que es fa servir és la mateixa tecnica del cultiu llarg de les vellositats.
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4. RESULTATS

4.1 MOSTRES DE VELLOSITATS CORIONIQUES PRENATALS

4.1.1 Rendiment de les técniques de cultiu

S’ha processat 2360 mostres de vellositats corioniques procedents de biopsies de

corion de primer trimestre.

Malgrat que la intencio és fer els dos cultius per a totes les mostres, aixo no sempre

és possible. De les 2360 mostres de VC cultivades per a estudis prenatals, en 2149

es van poder realitzar els dos cultius, pero en 211 només es van fer un els dos

cultius (en 58 només el curt i en 153 només el llarg). Per tant, tal i com es mostra en

la taula segiient, es van fer un total de 2302 cultius llargs en total i 2207 cultius

curts.

Taula 4.1: Descripcié de mostres de vellositats corioniques per a estudis prenatals segons

el tipus de cultiu realitzat

DESCRIPCIO DELS CASOS CULTIVATS

n
total mostres cultivades 2360
cultius curts realitzats 2207
cultius llargs realitzats 2302

El percentatge de no creixement del cultiu curt és 1,9%, i el del llarg 1,6% (Taula

4.2). De totes aquestes mostres es va obtenir resultat citogenétic en el 99,9% dels
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casos, perque en tres mostres no va créixer cap dels dos cultius. De les 2360

mostres cultivades se’n van poder analitzar 2357.

Taula 4.2: Distribucié de les mostres per tipus de cultiu i el seu rendiment

n. %
TOTAL mostres
processades 2360 100
TOTAL mostres amb
resultat 2357 99,9

n no creixement %
ambdds cultius 2149 3 0,1
cultiu curt 2207 43 1,9
cultiu llarg 2302 38 1,6

4.1.2 Resultats citogenetics

Es va obtenir un resultat citogenetic anomal en el 10,6% de les 2357 mostres

analitzades.

En la Taula 4.3 es desglossa el tipus d’anomalia cromosomica observada, sent les
anomalies més freqlients les aneuploidies comunes (dels cromosomes 13, 18 i 21)
qgue representen un 5,3% del total de casos analitzats, i els casos en mosaic amb un

3,1%. En I’Annex Il es decriuen en detall totes les anomalies cromosomiques.
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Taula 4.3: Anomalies cromosomiques observades en mostres de vellositats coridniques

per a estudis prenatals

n %

TOTAL mostres amb resultat 2357
TOTAL mostres amb anomalies

_ 250 10,6
cromosomiques
Aneuploidies autosomiques comunes 127 5,3
Mosaics 74 3,1
Aneuploidies de cromosomes sexuals 23 0,9
Anomalies estructurals equilibrades 12 0,5
Anomalies estructurals desequilibrades 6 0,3
Aneuploidies autosomigques no comunes 3 0,2
Poliploidies 3 0,2
Alteracions multiples 2 0,1

De les 3 mostres amb aneuploidia no comuna, en el cas de trisomia 2 i el de la 22 Ia
indicacié era compatible o congruent amb I'anomalia observada, doncs era
marcadors i anomalies ecografiques, i en el cas de la trisomia 20 era edat materna.
En aquest darrer es va fer un estudi citogenetic de seguiment, observant la trisomia
20 en linia pura en la mostra de liquid amniotic i el cariotip en mosaic en mostres

de sang fetal, cervell, pell i ronyd de I'avortament (Morales et al., 2010).

De les 6 mostres amb anomalies estructurals desequilibrades, en 4 d’elles la
indicacid era marcadors i anomalies ecografiques, i en 2 no es disposava de la

informacid. En cap d’elles no es va fer cap estudi de seguiment.

En I’Annex Il es fa una descripcié detellada de totes els casos de cariotip en mosaic.
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Respecte a les poliploidies, els casos observats en linia pura eren tots triploidies
amb la indicacid marcadors i anomalies ecografiques. Els Unics casos que s’ha

observat una tetraploidia és en forma de mosaic (Annex lll).
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Fig. 4.1: Exemple de cariotip de vellositats corioniques amb I'anomalia cromosomica estructural

t(4;6)(q27;p21.1)

4.1.3 Mosaicisme en prenatal

Es considera un resultat citogenétic en mosaic, qualsevol cariotip en el qual
s’observin dues o més linies cel-lulars diferents. Els casos en que s’ha observat una

no coincidencia entre el cariotip del cultiu curt i el del cultiu llarg tecnicament es
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considera un resultat citogenétic fetal en mosaic (Phillips et al., 1996), doncs sén

dues linies cel-lulars diferents en un mateix individu.

De les 250 mostres amb resultat citogenetic anomal, en 74 (3,1%) el cariotip que
s’obtingué era en mosaic (Annex lll): 60 casos de mosaics confinats, 9 casos de
falsos cariotips en mosaics (tres per una possible contaminacié amb ceél-lules
maternes, un per artefactes de cultiu i cinc per limitacions propies de la técnica), 2
casos degut a mosaics rars (al fenomen de bessons reabsorbits), 2 casos de mosaics
d’origen indeterminat per manca d’informacié i 1 cas de mosaic generalitzat (Taula

4.4).

Taula 4.4: Descripcio de les mostres amb resultat citogenétic en mosaic

n. %
TOTAL mostres amb resultat 2357
TOTAL mostres amb resultat en
mosaic 74 3,1
Mosaic generalitzat 1 0,1
Mosaic confinat 60 2,5
Mosaics rars 2 0,1
Falsos cariotips en mosaic 9 0,3
Mosaic indeterminat 2 0,1

En un cas particular (NHC: 23694) es va observar una nova linia cel-lular en el cultiu
llarg que no s’havia detectat previament en el cultiu curt, una doble anomalia (una
translocacié reciproca en equilibri i una trisomia del cromosoma 2) i amb un
percentatge de metafases anomales petit. Atés a que les metafases anomales

s’observaven en tots els portaobjectes del cultiu i no es disposava d’un segon cultiu
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llarg, es va recomanar realitzar una amniocentesi, resultant un cariotip normal. Per
aquest cas hem considerat que 'origen del resultat citogenetic en mosaic és degut
a un mosaic confinat a la placenta per observar-se la trisomia del cromosoma 2, tot
i que, també hagués pogut considerar-se un fals mosaic per artefacte de cultiu.
Semblant és el cas NHC: 24183 pero per observar-se les metafases anomales només
en una regid unica d’'un dels portaobjectes, hem considerat que el cariotip en
mosaic és degut a un artefacte del cultiu cel-lular. En aquell moment no es

realitzaven dos cultius-llargs (Annex Ill).

Els casos NHC: 16149, 17767, 24200, i 30166 els hem considerat mosaic vertader
fetal tipus VI malgrat que pel tipus de mosaic que es va observar, també podria

tractar-se d’una contaminacié materna (Annex Ill).

Els casos NHC:11695, 18891, 30959 i 31554 per manca d’informacié els hem definit
com a mosaics confinats inclassificables, malgrat que també s’haguessin pogut

tractar com a mosaics causats per contaminacié materna (Annex Ill).

En el suposit en que el resultat del cultiu curt és anomal i el del llarg és normal i no
tenim |‘estudi citogenetic de seguiment, hem suposat que el cariotip fetal és
normal, tenint en compte el fenotip normal del fetus/nadé (NHC: 10111, 13630,
14463, 20737 i 23749).

En el suposit en que els cariotips del cultiu curt i el del llarg sén anomals i no es té el
cariotip de l'estudi de seguiment, pero la indicacid és marcadors i anomalies
ecografiques, hem suposat que el cariotip fetal també és anomal (NHC: 14825,

16149, 17767, 20879, 21852, 21893, 24200, 27621, 29350, 29859, i 30166).

Aixi mateix, hi ha 8 casos dels mosaics confinats que en el cultiu llarg s’"ha observat
cel-lules 46,XX concomitant amb metafases amb anomalia cromosomica i per ser el
cariotip del cultiu curt XX i no tenir el resultat del tercer cultiu, no podem distingir

entre mosaic confinat o contaminacié materna.
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4.1.3.1 Mosaics generalitzat

Només s’ha observat un cas de mosaic generalitzat, és a dir, un cas en el qual el

cariotip dels tres estudis és en mosaic.

4.1.3.2 Mosaics confinats

En la Taula 4.5 es mostra la classificacid dels 60 mosaics confinats; dotze casos de
MCP tipus |, tretze de MCP tipus Il, cinc de MCP tipus lll, tres de MVF tipus V i
catorze de MVF tipus VI. No s’ha observat cap cas de tipus IV. Tretze mostres amb

mosaics confinats no es poden classificar (Annex Ill).

Seguint la classificacié proposada per Hahnemann et al., (1997a) observem que dos
terceres parts dels casos amb mosaic confinat sén confinats a la placenta i la resta

sOn mosaics vertaders fetals.
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Taula 4.5: Classificacid de les mostres prenatals amb mosaic confinat

Tipus | 12 25,5
Tipus Il 13 27,6
Tipus Il 5 10,7

Tipus IV 0 0
Tipus V 3 6,5
Tipus VI 14 29,7

MCP = mosaic confinat a placenta; MVF = mosaic vertader fetal

Les anomalies més freqlents detectades en els mosaics confinats foren les
aneuploidies autosomiques no-comunes, seguides de les comunes i les poliploidies
gue son totes tetraploidies (Taula 4.6). Les Uniques aneuploidies dels cromosomes
sexuals observades sén les monosomies de I’X i els casos amb un cromosoma

marcador han estat els menys freqlients.
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Taula 4.6: Distribucié de les anomalies cromosomiques detectades en els mosaics

confinats prenatals

n %
TOTAL de cariotips amb mosaic
confinat 60 100
Aneuploidies autosomiques no
comunes 19 31,7
Aneuploidies autosomiques comunes 15 25
Poliploidies 8 13,4
Alteracions multiples 5 8,3
Anomalies estructurals 6 10
Aneuploidies de cromosomes sexuals 4 6,6
Cromosoma marcador 3 5

Quan observem les anomalies cromosomiques per a cada tipus de mosaic confinat,
observem que les aneuploidies no comunes sdn més freqlients en mosaic tipus | i ll
i les comunes en mosaics tipus VI. En la Taula 4.7 s’observa la distribucié de les
anomalies cromosomiques pels diversos tipus de mosaics confinats i en la Taula 4.8

la distribucié segons el parell cromosomic implicat en les aneuploidies.
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Taula 4.7 Distribucié dels casos amb mosaic confinat segons I'anomalia cromosomica i el

tipus de MCP

MCP | MCP I MCP Il MVF IV MVFV | MVFVI
TOTAL 12 13 5 0 3 14
Aneuploidies comunes 1(8,4%) 3(23,4%) 0 0 2 (66,7%) | 8 (57,4%)
Aneuploidies no
comunes 5(41,6%) | 7(53,8%)| 1(20%) 0 0 1(7,1%)
Aneuploidies
cromosomes sexuals 0 2 (15,2%) 0 0 0 1(7,1%)
Anomalies estructurals 2 (16,6%) 0 0 0 1(33,3%) | 1(7,1%)
Poliploidies 2 (16,6%) 0 3 (60%) 0 0 1(7,1%)
Marcador 1(8,4%) 0 1(20%) 0 0 1(7,1%)
Alteracions multiples 1(8,4%) 1(7,6%) 0 0 0 1(7,1%)
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Taula 4.8: Distribucié dels casos amb mosaic confinat segons el parell cromosomic implicat

en les aneuploidies i el tipus de MCP

mar | X0 | P

10 (11 (12 (13 |14 | 15|16 |17 |18 | 19 (20|21 |22 | * | * | *
MCP
| 11 1 1 2
MCP
] 11 1 11 p
MCP
]| 1 3
MVF
v
MVF
\) 1 1
MVF
Vi 1 1 2 4 1 11

* mar: cromosoma marcador; XO: monosomia del cromosoma X; p: poliploidia

En la Taula 4.9 es detalla la possibilitat que I'anomalia cromosdomica observada en

el mosaic confinat sigui confirmada. Aquesta possibilitat és més alta quan

I’anomalia s’observa en el citotrofoblast i mesénquima conjuntament (77,7 %), que

si s’observa només en el mesenquima (18,75 %) o només en el citotrofoblast que és

0%.
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Taula 4.9: Possibilitat de confirmacié de I'anomalia observada en el mosaic confinat segons

el llinatge cel-lular on s’ha observat

NOMES CITOTROFOBLAST MVFIV/MCPI+MVFIV=0/12=0%

NOMES MESENQUIMA MVFV/MCPIl+ MVFV=3/16=18,75%

CITOTROFOBLAST | MESENQUIMA MVF VI /MCP lll + MVF VI =14 /18 =77,7%

Dels 60 casos amb mosaic confinat 6 van ser susceptibles a tenir una disomia
uniparental amb repercussio fenotipica, i tal i com esta prescrit, es va recomanar a
les parelles realitzar els estudis pertinents. Només en dos casos es va fer I'estudi de

DUP sent el resultat d’herencia biparental.

4.1.3.3 Mosaics rars

Un altre fenomen natural que pot generar un cariotip en mosaic és els bessons

reabsorbits.

En el primer cas (NHC: 2881, Annex lll) vam observar un cariotip 46,XX al curt i un
resultat 46,XX/46,XY al llarg. Va ser un dels primers casos estudiats al laboratori. El
resultat del FISH mostrava també el mosaic de cromosomes sexuals. Es va decidir
posteriorment confirmar el cariotip fetal fent un estudi amb sang fetal, resultant

ser finalment el fetus 46,XX.

La peculiaritat del segon cas (NHC: 22201, Annex lll) va ésser que en el cultiu curt
només es va observar el resultat citogenetic d’'un bessé (47,XX,+13) i en el cultiu
llarg només va observar-se el cariotip fetal de I'altre besso, 46,XY (Fig. 4.2 Ai B). |
com que es tractava d’un fetus de génere masculi no es podia considerar un cas de

contaminaciéo materna (Cuatrecasas et al., 2007). Just després de rebre el resultat
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del cultiu curt es va decidir interrompre la gestacio, i sense esperar el resultat del
cultiu llarg. No va ésser possible realitzar altres estudis citogenetics ni moleculars,

ni fer un cariotip en sang dels pares ni un estudi de les restes fetals.

Després de donar a coneixer el cariotip en mosaic es van rebre les dades
obstetriques, informant que es tractava d’una gestacid multiple derivada d’un
tractament de reproduccié humana assistida amb la implantacié de dos embrions,

un dels quals havia quedat reabsorbit després de les 6 setmanes.

A/
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B/

Fig. 4.2: A/ Cariotip del cultiu llarg dels besso 1 i B/ cariotip del cultiu curt del bessé 2

4.1.3.4 Falsos cariotips en mosaics

A més dels mosaics generalitzats, dels confinats, i dels bessons reabsorbits, hi ha
causes que poden generar altres cariotips en mosaic com les contaminacions

maternes, els artefactes del cultiu cel-lular i les limitacions propies de la técnica.

Tenim tres casos amb contaminacié materna en el cultiu llarg. En un Unic cas (NHC:
8648; Annex lll) la contaminacié materna va arribar a emmascarar el cariotip fetal.
Aqguest cas va ser realitzat en els primers temps de l'estudi, periode que es pot

considerar de posta a punt de la técnica, i es va confirmar la sospita de
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contaminacié emprant la tecnica de FISH amb les sondes dels cromosomes sexuals.
En els dos altres casos es va observar cel-lules maternes barrejades amb les céel-lules
fetals. Es rellevant el cas NHC: 24926, en el qual les cél-lules maternes
contaminants tenien el cariotip 45,XX,der(14;21)(q10;910) i el cariotip fetal era
46,XX.

En tots ells només es va poder fer un cultiu llarg de cada mostra.

En el cas NHC: 24183 es mostra un cas de pseudomosaic o cariotip en mosaic per
artefacte de cultiu; es va observar una linia cel-lular (translocacié reciproca en
equilibri) en el cultiu llarg que no s’havia observat préviament en el cultiu curt, i
amb un percentatge de metafases amb anomalia cromosomica petit (menys del
5%). Atés a que les metafases estaven localitzades en la mateixa zona del
portaobjectes, i que no s’observaven en els altres portaobjectes de I'Unic flascé que
es va poder fer del cultiu llarg, es va interpretar que la nova linia cel-lular tenia un
origen in vitro. En canvi el cas NHC: 23694 es va poder confirmar la sospita del
pseudomosaic amb el cariotip de la sang del nounat, que va ser normal, i s’ha

considerat MCP tipus Il.

S’ha observat 5 casos en els quals el cariotip en mosaic podia ser degut a
limitacions propies de la técnica. En un cas (NHC 24055, Annex lll), atesa la poca
quantitat de metafases analitzades (5 metafases) i la baixa qualitat dels
cromosomes obtinguts (menys de 150 bjh), no va detectar-se una trisomia del
cromosoma 18 en el cultiu curt, que si que es va observar posteriorment en el
cultiu llarg. En revisar les metafases del cultiu curt, es va confirmar la trisomia. En
els casos NHC: 20400, 21971, 28221 i 31226, en el cultiu curt no van observar-se les
anomalies estructurals observades en el cultiu llarg. Posteriorment, revisant el

cultiu curt es va poder confirmar la seva presencia.
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4.1.3.5 Mosaics indeterminats

En dos casos, per manca d’informacid, no va ésser possible determinat I'origen del
cariotip en mosaic. En el cas NHC: 17080 (Annex lll) es va observar cariotips
coincidents entre el cultiu curt i el cultiu llarg, i per la manca de l'estudi de
seguiment no podem saber si el cariotip observat era degut a un mosaic
generalitzat o be a un mosaic vertader fetal tipus VI. En el cas NHC: 26498 per
manca de cariotip del cultiu curt, de I'estudi de seguiment i de la indicacié de
I’estudi, no podem saber I'origen del cariotip en mosaic, com tampoc podem saber

si el mosaic observat en el cultiu llarg era degut a una contaminacié materna.

4.1.4 Falsos diagnostics positius i negatius en mostres prenatals

De les mostres analitzades s’ha observat 20 casos amb el diagnostic potencialment
fals quan realitzem el cultiu curt, 16 casos amb el diagnostic potencialment fals
quan realitzem el cultiu llarg i 5 casos quan realitzem ambdds cultius en paral-lel

(Taula 4.10).

Si analitzem la distribucié dels casos segons els falsos positius i els falsos negatius,
observem 33 casos de diagnostics falsos positius, i 8 casos de diagnostics falsos

negatius.
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Taula 4.10: Nombre i percentatges de diagnostics falsos per a cada cultiu cel-lular

positiu 12 0,6

negatiu 8 0,3

positiu 16 0,7

negatiu 0 0

positiu 5 0,2

negatiu 0 0

4.2. MOSTRES PROCEDENTS D’AVORTAMENTS

4.2.1. Rendiment de les técniques de cultiu

De les 551 mostres rebudes d’avortaments espontanis, 510 casos aportaven mostra
placentaria (vellositats corioniques —VCAV-), i en 328 es disposava de mostra fetal

(Taula 4.11).

De les 510 mostres cultivades, en 445 mostres de vellositats corioniques es va
poder realitzar els dos cultius, i en 65 només un d’ells (56 casos només el llarg i en

les 9 restants només el curt).
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Taula 4.11: Descripcié de mostres d’avortaments segons tipus de teixit i tipus de cultiu

El percentatge de no creixement en el cultiu curt és del 44%, el del cultiu llarg és
16,5%, el d’ambdods cultius és 11,9% i el dels cultiu de les restes fetals és 24,3%

(Taula 4.12).
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Taula 4.12: Distribucié de mostres d’avortaments segons tipus de cultiu i de creixement

obtingut

mostres
cultivades no creixement

n. n. %
ambdds cultius 445 53 11,9
cultiu curt de
vellositats 454 200 44
cultiu llarg de
vellositats 501 83 16,5
cultiu restes fetals 328 80 24,3

De les 510 mostres de vellositats corioniques cultivades s’ha obtingut algun resultat

citogenetic en 450 mostres (88,2%).

4.2.2. Resultats citogeneétics en avortaments

Quan analitzem els resultats obtinguts, en 249 el resultat citogenétic fou anomal,

fet que representa un 55,3% dels casos.

En la Taula 4.13. es desglossa el tipus d’anomalia cromosomica observada, sent les

aneuploidies autosomiques no comunes les més freqlients, les quals representen

un 18% del total de les anomalies, seguides de les aneuploidies comunes

detectades, que representen un 10,4%. Els mosaics en sén un 7,8%.
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Taula 4.13: Distribucié segons l'alteracié cromosomica de les vellositats coridniques

d’avortaments

n %
TOTAL mostres amb resultat 450
TOTAL mostres amb anomalies
cromosomiques 249 55,3
Aneuploidies autosomiques no comunes 81 18
Aneuploidies autosomiques comunes 47 10,4
Mosaics 35 7,8
Aneuploidies cromosomes sexuals 32 7,2
Poliploidies 23 5,1
Anomalies estructurals desequilibrades 16 3,5
Alteracions multiples 14 3,1
Anomalies estructurals equilibrades 1 0,2

En I'Annex IV es fa una descripcié detallada de les anomalies trobades en els
avortaments i en I’Annex V de tots els casos de cariotip en mosaic. L'aneuploidia
més freqlient és la trisomia 21 seguida de les trisomies dels cromosomes 15, 16, 18,
i 22. Dels 23 casos amb un cariotip amb poliploidia, 21 eren triploidies i dos casos
tetraploidies en linia pura. Només s’ha observat un cas de tetraploidia en mosaic,

un MCP tipus Il (Annex V).

De les 249 mostres amb resultat citogenetic anomal tenim la informacié de les
setmanes de gestaci6 de només 145 mostres, de les quals més d'un 95%
corresponen a avortaments de primer trimestre. En la Taula 4.14 s’observa la

distribucié de les mostres que hem rebut la informacié de les setmanes de gestacio.
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Taula 4.14: Distribucid de les mostres amb anomalia segons les setmanes de gestacio

n. %
TOTAL de mostres amb la informacio 164 100
Dela5aala9a 120 73,1
Dela10aala 14a 37 22,7
Delal5aalal7a 5 3
Més enlla de la 18a 2 1,2

Tal i com s’observa en la Taula 4.15, les aneuploidies autosomiques comunes sén

les aneuploidies que s’observen en setmanes de gestacié més avancades i tenen un

rang més ampli (de primer i segon trimestre). La resta d’aneuploidies tenen

I’apariciéd més precoc i el rang més estret, i sempre al llarg del primer trimestre.
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Taula 4.15: Nombre de mostres, mitjana i rang de les setmanes de gestacié de les

vellositats corioniques d’avortaments amb resultat citogenetic anomal

n. mitjana setmanes de gestacio rang
TOTAL de mostres amb la informacio 164 de5a25
Anomalia estructural desequilibrada 10 14,5 de7a22
Marcador 1 16 16
Mosaics 17 9,8 de7al2
Poliploidies 19 9,3 de7a25
Alteracions multiples 13 8,7 de5al6
47 ,XXY 1 17 17
45,X 21 9,8 de7ail3
Monosomies autosomiques 1 8 8
Trisomia 2 1 5 5
Trisomia 6 2 9 9
Trisomia 7 2 7,5 de7a8
Trisomia 9 4 7,8 de6a9
Trisomia 10 2 5 5
Trisomia 12 1 9 9
Trisomia 13 5 14 de 8a 22
Trisomia 14 4 8,5 de7a9
Trisomia 15 10 7,7 de7a9
Trisomia 16 14 7,6 de5all
Trisomia 18 6 13,7 de8a22
Trisomia 20 1 9 9
Trisomia 21 19 13,9 de 8a20
Trisomia 22 10 7,8 deb6all

4.2.3 Mosaicisme en avortaments

De les 249 mostres amb anomalies cromosomiques, en 35 casos el resultat

citogenetic va ésser en mosaic (7,8%).
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En la Taula 4.16 es fa la descripcio dels 35 casos que s’ha obtingut un resultat
citogenetic en mosaic i en I'’Annex V es detallen els resultats dels seus tres estudis

citogenetics.

Taula 4.16: Distribucid de les mostres d’avortaments amb cariotip en mosaic

n. %
TOTAL mostres amb
resultat 450
TOTAL resultats en mosaic 35 7,8
Mosaic generalitzat 0 0
Mosaics confinats 17 3,8
Mosaics rars 1 0,2
Falsos cariotips en mosaic 1 0,2
Mosaic indeterminat 16 3,6

Com il-lustra la Taula anterior, en 17 casos es van observar mosaics confinats, en 16
casos l'origen del cariotip en mosaic és indeterminat per manca d’informacid, en un
cas es va observar un cariotip en mosaic rar (translocacié multiple simultania), i en

un cas un cariotip en fals mosaic per contaminacié materna.

4.2.3.1 Mosaics confinats en avortaments

De les 17 mostres amb resultat citogenetic per mosaic confinat, només és possible
classificar-ne 9, ja que de la resta no es te resultat d’'un dels tres cultius. La
distribucié s’observa en la Taula 4.17. En 5 (55,6%) casos el mosaic va ser confinat a
la placenta, en 3 (33,3%) van ser mosaics vertader fetal, i 1 cas (11,1%) va ser degut
a un mosaic confinat al fetus, amb I'anomalia observada només al cultiu de les

restes fetals.

135



resultats

Taula 4.17: Distribucid de les mostres de VCAV segons el tipus de mosaic confinat

n. %
TOTAL mostres amb mosaics
confinats 9 100
Mosaic confinat a la placenta 5 55,6
Tipus | 0 0
Tipus Il 3 33,4
Tipus Il 2 22,2
Mosaic vertader fetal 3 33,3
Tipus IV 0 0
Tipus V 2 22,2
Tipus VI 1 11,1
Mosaic confinat al fetus 1 11,1

Dels mosaics confinats en mostres d’avortaments, les aneuploidies no comunes sén
les anomalies més freqlients, sent els cromosomes implicats el 12, 14, 16, i 22
(Taula 4.18). S’ha observat un cas amb una aneuploidia comuna, tractant-se d’una
trisomia del cromosoma 18 en un MVF tipus V, i una aneuploidia sexual (45,X)
sense poder-se classificar. Les anomalies estructurals sén totes desequilibrades i no

hem observat cap cas amb un cromosoma marcador.
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Taula 4.18: Distribucié de les anomalies cromosomiques en els mosaics confinats en

avortaments

n. %

TOTAL mostres amb mosaics

confinats 17 100
Aneuploidies autosomiques no

comunes 9 53,2
Alteracions multiples 3 17,6
Anomalies estructurals 2 11,8
Aneuploidies de cromosomes sexuals 1 5,8
Poliploidies 1 5,8
Aneuploidies autosomiques comunes 1 5,8

La distribucid que tenen les diverses aneuploidies segons el tipus de mosaic

confinat son: en el MCP tipus Il s’"ha observat una trisomia 12, en el MCP tipus Ill un

cas d’una trisomia 16 i un altre de 22, en el MVF tipus V una trisomia 14 i una 18 i

en el MVF tipus VI una trisomia del cromosoma 4. La resta de d’aneuploidies no es

pot saber de quin tipus de mosaic confinat és ja que li falta I’estudi del tercer cultiu;

son considerades inclassificables.

De tots els casos amb aneuploidia o poliploidia, només en 7 tenim la informacié

completa dels diversos teixits cel-lulars, i per tant, només d’aquests casos en

podem establir el tipus de mosaic confinat. En la Taula 4.19 s’observa la distribucié

d’aquest casos, especificant el parell de cromosomes implicat en I'anomalia i el

tipus de mosaic confinat.
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Taula 4.19: Distribucié dels casos amb mosaic confinat segons el parell de cromosomes

implicat en les aneuploidies i el tipus de MCP

ar | X

MCP
|

MCP
I 1 1

MCP
1] 1 1

MVF
v 1 1

MVF
\'J

MVF
Vi 1

* mar: cromosoma marcador; XO: monosomia del cromosoma X; p: poliploidia

4.2.3.2 Translocacié multiple simultania

En el cas NHC: 20411 es va observar un cas de translocacié multiple simultania sent
un cromosoma del parell 18 el dador i els cromosomes 13 i 15 com a receptors
(NHC: 20411, Annex V).

4.2.3.3 Falsos cariotips en mosaic en avortaments

En el cas NHC: 5779 (Annex V) les cel-lules maternes del cultiu llarg i del cultiu de
les restes fetals van arribar a emmascarar la totalitat del cariotip fetal, obtenint per
tant un cariotip fetal de fals mosaic per contaminacié materna.

4.2.3.4 Mosaics indeterminats

En el grup de mostres d’avortaments s’ha observat 12 casos de mosaics

indeterminats. Com en els casos prenatals, per manca d’informacié i d’estudis
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complementaris, no podem saber si els mosaics observats poden ser degut a

contaminacions maternes.

4.2.4 Falsos diagnostics positius i negatius en avortaments

De les 450 mostres de VC d’avortaments analitzades s’ha observat 2 casos de falsos
diagnostics del cultiu curt, 3 casos del cultiu llarg i 3 casos d’ambdés cultius. Si
analitzem els falsos positius i negatius, observem 5 casos de diagnostics falsos

positius i 3 casos de diagnostics falsos negatius (Taula 4.20).

Taula 4.20: Nombre i percentatges de falsos diagnostics per a cada cultiu cel-lular en

mostres d’avortaments

positiu 0 0

negatiu 2 0,7

positiu 3 0,7

negatiu 0 0

positiu 2 0,5

negatiu 1 0,2
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Discusssio

5. DISCUSSIO

5.1 VALORACIO DE L’EFICIENCIA DELS CULTIUS CEL-LULARS

El primer objectiu que ens vam plantejar va ser |'estudi de I'eficiencia de la técnica
dels diversos cultius pels dos grups de mostres analitzades, mostres prenatals i

mostres d’avortaments.

5.1.1 Eficiencia dels cultius en vellositats per a estudis prenatals

D’aquest treball es despren que el percentatge de no-creixement cel-lular per a
cada un dels dos tipus de cultiu (curt i llarg) és semblant (1,9 % i 1,6 %; Taula 4.2,
Resultats, pag. 100), i que si es fan tots dos cultius en paral-lel el percentatge dels
casos sense resultat es redueix fins al 0,1 %, valors consonants amb els d’altres

treballs publicats. (Taula 1.1, Introduccid, pag. 30)

En comparar els nostres resultats de no creixement per a cada tipus de cultiu amb
els d’altres autors, es veu que els nostres sén lleugerament més alts. L'éxit del
creixement cel-lular, a més de I'experiencia del laboratori, també depéen de les
caracteristiques de la mostra, és a dir, de la quantitat, la qualitat i el transport fins
al laboratori. En la nostra serie, el 50 % dels casos sense creixement cel-lular
provenen d’un mateix centre emissor. Si descartéssim aquestes mostres, el
percentatge de no creixement del cultiu curt baixaria fins a un 1,2 % i el del llarg
fins a un 1%. Sospitem problemes de toxicitat ambiental o bé de transport
inadequat com a responsables de I'elevat percentatge de cultius en els quals no es
va obtenir metafases (evidentment es van fer alguns suggeriments per tal de

solucionar el problema).

El present treball recull dades de mostres procedents de diversos centres emissors,

fet que comporta una diversitat significativa en les condicions d’obtencid. Els
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laboratoris amb els valors més baixos (Van den Berg et al., 2000; Tze Kin et al.,

2005; Soler et al., 2008) reben la majoria de les mostres d’un Unic centre.

A merce dels nostres resultats, podem dir que I'eficiencia de les tecniques de cultiu
de VC en diagnostic prenatal és comparable als valors publicats per altres autors, i
semblant als valors d’eficiencia de cultiu de mostres de liquid amniotic, de manera

gue la podem ratificar com una bona estrategia en diagnostic prenatal.

Ates que el laboratori de diagnostic prenatal té 'obligacié d’obtenir la maxima
informacié genéetica de cada mostra que rep, i ates que quan una embarassada se
sotmet a una prova invasiva assumeix un risc d’avortament induit per la técnica,
creiem que I'estratégia més adequada és realitzar els dos cultius en paral-lel, per tal

d’assegurar el resultat citogenétic.

En el suposit que la quantitat de la mostra sigui molt petita, els protocols europeus
de I'ECA (2012) suggereixen, segons la indicacid, escollir entre un cultiu o altre. Una
nova estrategia plantejada per a aquests casos és la descrita per Barranco et al.
(2011), on es recomana realitzar un estudi de QF-PCR amb un petit fragment de
mostra, de tal manera que, en un breu periode de temps, es pogués obtenir el

resultat si més no de les anomalies més freqlients.

5.1.2 Eficiencia dels cultius en mostres procedents d’avortaments

Quan analitzem la incidencia de no creixement dels tres cultius cel-lulars
d’avortaments, observem que el que té més garanties de creixement és el cultiu
llarg de les vellositats, seguit del cultiu de les restes fetals i, en darrer lloc, del cultiu
curt. (Taula 4.10, Resultats, pag. 113) El percentatge de no creixement del cultiu
curt esta directament relacionat amb I'estat de maceracid de la mostra. Les
mostres de les restes avortives sovint es troben tan degradades a causa del lapse
transcorregut des de la mort fetal que el cultiu curt de les vellositats dels
avortaments té menys possibilitats d’exit. Les metafases que s’analitzen en el cultiu

curt esdevenen de les divisions espontanies del citotrofoblast, teixit periferic en les
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protuberancies de les vellositats i sensible a les variacions ambientals (toxicitats

ambientals, maceracié de la mostra...).

Al comparar els nostres resultats amb els d’altres autors (Taula 1.14, Introduccio,
pag. 67) observem, sobretot, diferencies atribuibles a la variacié en |'obtencié de
les mostres. Sanchez et al. (1999), Ribas (2002), Khare et al. (2005) i Morales et al.
(2007) tenen un percentatge més alt d’exit de cultiu, ja que obtenen les mostres de
bidpsies de corion realitzades abans de I'expulsio. A més, en aquests quatre treballs
les mostres provenen d’un Unic centre emissor, amb idéntiques condicions
d’emmagatzematge i de transport. Com en les mostres prenatals, en el nostre
treball, les mostres provenen de diversos centres emissors i no hem tingut accés a
informacié sobre la técnica emprada per a la seva obtencid, malgrat que, per
I"aspecte macroscopic, creiem que les mostres s’obtenen, en la majoria dels casos,

de material biologic expulsat.

El percentatge de no creixement del cultiu llarg de les vellositats del nostre treball
(16,5 %) esta dins dels marges dels percentatges observats en els treballs consultats

(del 0 % de Khare et al., 2005, al 25 % de Diego-Alvarez et al., 2008).

A Anglaterra, pais amb una llarga experiéncia en estudis d’avortaments, en els
casos en que hi ha mort fetal s’aconsella a la parella realitzar un cariotip fetal que,
generalment, es fa mitjangant una amniocentesi o bé una bidopsia de corion
prenatal, o si no mitjancant una biopsia de pell després de I'expulsié. Al treball
presentat per Khare et al. (2005) es comparen els resultats citogenetics d’aquests
tres teixits fetals i s’hi observa que el percentatge de no creixement de les mostres
prenatals és d’un 10 % pel cultiu curt, d’'un 0 % pel llarg i d’'un 86,5 % pel tercer
cultiu. Aquests autors atribueixen el baix exit de creixement del cultiu fetal a una
recol-leccié de la mostra poc apropiada, a una mala conservacié de la mostra i als
canvis fisiologics (maceracié) que aquesta pateix durant el periode transcorregut

entre la interrupcid de la gestacid i I'extraccié prenatal.
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Davant la possibilitat de no resultat per manca de creixement cel-lular, alguns
autors suggereixen I'aplicacié de noves tecnologies a les quals no influencii I’estat
fisiologic de la mostra: CGH (Lomax et al., 2000; i Fritz et al., 2001), FISH
(Jobanputra V. et al., 2002; Lebedev et al., 2004 i Vorsanova et al., 2005) i MLPA
(Diego-Alvarez D. et al., 2007). Amb tot, tal i com comenten Morales et al. (2007) i
Shearer et al. (2011), aquestes tecniques sén limitades i no permeten descobrir

moltes de les anomalies que usualment s’observen en els avortaments.

Diego-Alvarez et al. (2008) proposa, per tal d’assegurar un resultat genétic a les
parelles que han sofert un avortament, que una bona estrategia seria aplicar en
primera instancia estudis citogenetics de restes placentaries i fetals, i, si no
s’obtingués cap cariotip, aplicar les altres tecniques diagnostiques. El fet d’emprar
tecnigues que no depenen del cultiu cel-lular ni d’una gran quantitat de mostra
permet assegurar un resultat genetic, malgrat que no permet obtenir el cariotip

sencer.

Un altre factor que pot influir al fet de no obtenir un resultat citogenetic del cultiu
curt és l'edat gestacional. Brun et al. (2003) exposen que l'index mitotic del
citotrofoblast decreix amb les setmanes de gestacio i que la técnica usada és la

idonia, sobretot, per a mostres de primer trimestre.

Els controls de qualitat externs recomanen que, en tots els casos en els quals es
realitza una interrupcié legal de I'embaras per la deteccié d’'una anomalia

cromosomica en el fetus, es realitzi un estudi citogenétic de les restes fetals.

Aguesta practica no esta massa extesa encara en el nostre pais, perqué té un
significatiu cost economic afegit, i son pocs els centres d’obstetricia que tenen

establert com a protocol sol-licitar aquesta mena d’estudis.

Aixi doncs, en els casos d’avortaments i per tal de poder assegurar un resultat
genetic que detecti el maxim d’anomalies cromosomiques, és recomanable

realitzar el cariotip dels tres cultius cel-lulars.
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5.1.3 Comparacio de I’eficiéncia dels cultius cel-lulars dels dos grups

Com era d’esperar, els cultius de les mostres prenatals rendeixen més que els
cultius de les mostres d’avortaments. A més, en els dos grups de mostres, la técnica
del cultiu curt és la que té menys eficiencia (Taula 5.1), atés que les cél-lules estan
menys protegides de les variacions ambientals, mentre que les cel-lules del
meseénquima, que s’estudien en el cultiu llarg, estan més protegides perque es

localitzen dins I’estroma.

Taula 5.1: Percentatge de no creixement dels diferents cultius cel-lulars pels dos grups de

mostres analitzades

vellositats
vellositats prenatals d’avortaments

% %
ambdds cultius 0,1 11,9
cultiu curt de
vellositats 1,9 44
cultiu llarg de
vellositats 1,6 16,5

5.2 RESULTATS CITOGENETICS

El segon objectiu plantejat era I’analisi de les anomalies cromosomiques detectades

en cada grup de mostres.

5.2.1 Anomalies cromosomiques en mostres prenatals

El percentatge d’anomalies cromosomiques observades en els diversos treballs

consultats oscil-len entre un 3,4 % de la série de Ledbetter et al. (1992) i un 12,8 %
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de la de Grati et al. (2006) (Taula 1.2, Introduccid, pag. 31), mentre que en el nostre

cas és del 10,6 % (Taula 4.3, Resultats, pag. 101).

La distribucié dels resultats citogenetics coincideix amb els de les dues series més
amplies observades (Ledbetter et al., 1992; i ACC, 1994), en qué les anomalies
cromosomiques més freqlients sén les aneuploidies comunes, seguides de les
aneuploidies dels cromosomes sexuals, i de les anomalies estructurals. El
percentatge d’anomalies cromosomiques en mosaic és més elevat que el dels
treballs consultats, ja que en el nostre treball hem considerat com a resultat en

mosaic totes les modalitats de mosaicisme esmentades.

Com més parelles de risc alt participen en la série, més elevat ha de ser el
percentatge d’anomalies cromosomiques detectades (Soler et al., 2008). Una altra
manera de veure-ho és observant el nombre de casos que tenen la indicacid
angoixa: com més alt és aquest valor, més baix ha de ser el percentatge
d’anomalies cromosomiques. Aixi, en la serie de I'’ACC (1997), el percentatge
d’anomalies cromosomiques és del 6,7 % i el de la indicacié d’angoixa correspon
“només” a un 1,3 % dels casos, mentre que en el treball de Miguez (2001) el

percentatge d’anomalies és del 3,7 % i el de la indicacié angoixa és d’un 40,5 %.

De totes maneres, aquestes dades son dificils de comparar, perque els criteris de
risc varien amb el temps. Per exemple, el parametre edat materna ha anat
evolucionant al llarg dels anys, de manera que, a l'inici de la serie (anys noranta) es
considerava una gestacid d’alt risc quan I'embarassada tenia més de 35 anys, pero
a partir de la implantacié del cribratge bioquimic de segon trimestre, des de I'any
2000, es va desplacar aquest llindar fins als 38 anys, i ja a 'lany 2009 a Catalunya,
amb la implantacié del cribratge bioquimic combinat o de primer trimestre, el
suposit d’edat materna desapareix. D’una manera semblant, el valor de tall per tal
de considerar una parella de risc alt com a resultat del cribratge bioquimic és en

I’actualitat d’1/250 en lloc d’1/270, com havia estat anteriorment.
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Pero no només el nombre, sind també la distribuci6 de les anomalies
cromosomiques depen de les indicacions per les quals es realitzen. Per exemple les
alteracions estructurals, en series com la de Ledbetter et al. (1992) o la del grup
ACC (1994), tenen una presencia més elevada que en el nostre treball. Les mostres
de I'ACC provenen de centres publics d’Anglaterra, on les embarassades han de
tenir un risc elevat per sotmetre’s a una biopsia de corion, ja que en aquell pais no
és possible fer una biopsia de corion en la sanitat publica amb la indicacio

d’angoixa.

Com que no tots els treballs publicats descriuen les indicacions per les quals es fan
els estudis citogenetics prenatals, es fa dificil abordar-ho d’una manera més

acurada.

Un altre factor relacionat amb la incidéncia i distribucio de les anomalies
cromosomiques en VC sén les tecniques de cultiu emprades. Si no es realitzen les
dues técniques de cultiu, una part dels mosaics confinats no es detectaran, i per
tant el percentatge de mosaics i de retruc el nombre d’anomalies cromosomiques

sera més baix.

Podem concloure que el nombre d’anomalies cromosomiques detectades és similar
als valors dels treballs publicats i que, com en tots els treballs consultats, les

anomalies cromosomiques més freqlients soén les aneuploidies comunes.

A més, alguns parametres com el suposit pel qual es fa I'estudi i les técniques de
cultiu emprades poden aportar variacions en els resultats i la distribucié de les

anomalies cromosomiques.

5.2.2 Anomalies cromosomiques en avortaments

En avortaments, la incidencia d’anomalies cromosomiques oscil-la entre un 40 %
(Warburton et al., 1991) i un 80 % (Morales et al., 2007) (Taula 1.15, Introduccio,

pag. 68), que en el nostre cas és del 55,3 %. (Taula 4.11, Resultats, pag. 114)
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Les aneuploidies no comunes son les anomalies cromosomiques més freqients en
aquesta mena de mostres, tant en la nostra serie com en les publicacions
consultades. Per a la resta d’anomalies llur incidéncia canvia segons cada estudi, i
aquestes diferéncies poden ser degudes, com en les mostres prenatals, a les
tecniques de cultiu emprades. | com també s’observa en el grup de mostres

prenatals, el percentatge d’anomalies cromosomiques en mosaic és més elevat.

La incidéncia d’anomalies cromosomiques en avortaments també esta relacionada
amb |'edat gestacional de les mostres. Els resultats presents en aquest estudi se
sumen a les dades d’altres autors (Eiben et al., 1990; i Gardner et al., 2012), en que,
a mesura que augmenten les setmanes de gestacio, la possibilitat de trobar una

anomalia cromosomica és menor. (Taula 4.12, Resultats, pag. 114)

Curiosament, I'edat gestacional en quée es produeix I'avortament espontani esta,
també, estretament relacionada amb el tipus d’anomalia cromosomica i el parell de
cromosomes implicats. En el treball de Nagaishi et al. (2004) les trisomies dels
cromosomes 7, 8, 14, 15, 16 i 22 s’observen més freqliientment durant el primer
trimestre, la trisomia 18 s’observa en avortaments entre I’11a i la 18a setmanes de
gestaciod, i els avortaments més tardans presenten trisomies dels cromosomes 9,
13, 18 i 21, monosomia de I'X, i també triploidies. Aquesta distribucié també

s’observa en els nostres resultats. (Taula 4.13, Resultats, pag. 115)

Es dificil establir una correlacié absoluta entre les setmanes de gestacié de
I'avortament i el tipus d’anomalia que s’observa, ja que, tal i com suggereix
Warburton et al. (1991), hi pot haver un retard de I'expulsié de la gestacio si el
fetus queda retingut. No obstant aix0, els treballs semblen coincidir en que les
aneuploidies comunes i la monosomia de I’X, per ser les més viables, tenen un més

llarg rang d’aparicio i es poden detectar en gestacions amb més evolucid.

Dels nostres resultats i de la bibliografia consultada es desprén que les anomalies

cromosomiqgues son la causa d’interrupcio de la gestacié en més del 50 % dels casos
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d’avortament, i que son les aneuploidies no comunes les anomalies

cromosomiques que més freqlientment es poden observar.

A mesura que augmenten les setmanes de gestacid, el nombre d’anomalies
cromosomiques observades en els estudis citogenetics decreix verificant un procés
de seleccié. El rang de setmanes de gestacid de les mostres en les quals s’ha
observat una anomalia cromosomica és més gran en les aneuploidies comunes que

en les no comunes.

5.2.3 Comparacio de les anomalies cromosomiques entre els dos grups

La incidencia d’anomalies cromosomiques en avortaments és mes alta (en concret
del 55,3 % versus el 10,6 %), i quan detectem un resultat andmal en una mostra de
VC, tant si és d’una gestacié en curs com d’una gestacidé interrompuda, el més

probable és que aquesta sigui una aneuploidia.

La distribucié de les anomalies cromosomiques entre el grup prenatal i el grup
d’avortaments es mostra a la Taula 5.2. Com és d’esperar les anomalies no viables
(aneuploidies no comunes, anomalies estructurals desequilibrades, les poliploidies i
els casos amb alteracions multiples) sén més freqlients en les mostres
d’avortaments que en les prenatals; mentre que les anomalies viables (les
aneuploidies comunes, els mosaics i les anomalies estructurals equilibrades) sén
més frequents en les mostres prenatals. Les aneuploidies dels cromosomes sexuals
tenen percentatges semblants en els dos grups, excepte els casos de monosomia de
I’X molt freqlient en avortaments espontanis (en el nostre treball 6 % en el grup
prenatal i 12 % en el grup d’avortaments). D’alguna manera aquesta distribucié ens
indica la viabilitat de I'anomalia cromosomica. Totes aquelles anomalies que
generalment van associades a un fenotip més alterat sén més freqlients en el grup

d’avortaments i sobretot durant el primer trimestre.

El percentatge de mosaics observats en les mostres prenatals és més del doble en

les mostres d’avortaments. Aquesta diferéncia podria explicar-se també perque els
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cultius d’avortaments son més dificils i el nombre de metafases analitzades
generalment és menor; per tant, es fa més facil que s’escapin de la deteccid

(Phillips et al., 1996).

Taula 5.2: Estudi comparatiu de la distribucié d’alteracions cromosomiques

prenatal avortament

n. % n. %
TOTALS 250 100 249 100
Aneuploidies autosomiques comunes 127 50,8 47 18,8
Aneuploidies autosomiques no

3 1,2 81 32,6
comunes
Aneuploidies en cromosomes sexuals 23 9,2 32 12,8
Anomalies estructurals equilibrades 12 4,8 1 0,4
Anomalies estructurals

6 2,4 16 6,4
desequilibrades
Poliploidies 3 1,2 23 9,3
Alteracions multiples 2 0,8 14 5,7
Mosaics 74 29,6 35 14

La presencia majoritaria de les anomalies estructurals equilibrades en el grup de
mostres prenatals fa entendre que aquestes no soén letals, malgrat que s’hagi
descrit algun cas d’anomalia estructural equilibrada que ha provocat efectes clinics
adversos (tot i que aquests podrien ser originats per una possible associacié amb

una disomia uniparental o bé per alguna mutacié puntual) (Berend et al., 2000).
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5.3. MOSAICISMES CROMOSOMICS

El tercer objectiu plantejat era analitzar les diverses modalitats de cariotips en
mosaic, tant de vellositats procedents de gestacions en curs com de mostres

d’avortaments.

Hem estudiat els cariotips en mosaic en quatre blocs diferents: els mosaics
generalitzats, els mosaics confinats, els falsos cariotips en mosaic i els cariotips en

mosaic rar (els bessons reabsorbits o les jumping translocations).

Es essencial de cara a la interpretacié clinica del cariotip fetal con&ixer i distingir les
diverses modalitats de mosaics de cara a un consell genetic posterior. Segons el

seu origen, les conseqliencies en el fenotip poden ser diverses.

El percentatge de mosaicisme en el nostre treball és més elevat que el dels treballs
consultats, perqué hem considerat com a cariotip en mosaic totes les diverses
modalitats de mosaics. Ara bé, quan analitzem cada mena de mosaic per separat, el

seu percentatge esta en consonancia amb els valors publicats.

De les publicacions consultades, son pocs els treballs que analitzin els mosaics en
avortaments, i menys encara que els diferenciin. El problema rau en el fet que sén

pocs els centres que facin I'estudi citogenétic complert (tres cultius).

5.3.1 Mosaics generalitzats

Perque es consideri un mosaic com a generalitzat, en 'estudi citogenetic hem
d’observar un cariotip en mosaic en els tres cultius, en el cultiu curt i el llarg de les

vellositats i també en |"estudi del cultiu dels teixits fetals.

Els mosaics generalitzats sovint es generarien a l'inici del desenvolupament
embrionari abans de l'estadi de morula, ja que les diverses linies cel-lulars del

mosaic han de ser presents tant en els teixits que deriven de la MCl com de la MCE.
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La frequéencia dels mosaics generalitzats en les series observades és sempre molt
baix, per sota del 0,3 %, i en el nostre treball també és aixi (0,1 %). | pel que fa a les

mostres d’avortaments, el percentatge de mosaicisme generalitzat és zero.

5.3.2 Mosaics confinats

Els mosaics confinats son aquells que estan localitzats en un teixit concret i que es
diferencien dels generalitzats perqué no s’observen com a cariotips en mosaic a

tots els teixits.

De les diverses modalitats de cariotips en mosaic que estem estudiant, els mosaics
confinats séon la més freqlient, tant en mostres prenatals com en avortaments. La
incidencia d’aquests en el nostre treball és lleugerament més alta que els valors
observats en altres series (Ledbetter et al.,, 1992; i ACC, 1994). Aixi mateix, la
proporcié entre MCP:MVF en el nostre estudi és de 2:1 i en els altres és de 5:1.
Aquests resultats s’explicarien perque en el nostre treball el nombre de mostres de
tipus VI és molt més elevat que en les series consultades, ja que en aquest grup
hem inclds casos que podrien correspondre a contaminacié materna pero que no

ho hem pogut comprovar per manca d’estudis moleculars.

Les anomalies cromosomiques que s’observen en major grau en els mosaics
confinats, tant en les mostres prenatals com en les mostres d’avortaments, sén les
aneuploidies autosomiques. | també és aixi en la bibliografia consultada (Kalousek

et al., 1992; Phillips et al., 1996; Golberg et al., 1997, i Grati et al., 2006).

Pel que fa a les anomalies cromosomiques i el parell de cromosomes implicats en
cada tipus de MCP, segueix unes pautes de distribucid especifiques relacionades
amb la viabilitat de I'anomalia cromosdomica. Segons Wolstenholme (1996), Lestou
et al. (1998) i Toutain et al. (2010) aquesta distribucid no a I'atzar del parell de
cromosomes es pot atribuir a una seleccié a favor o en contra, o bé a una

intolerancia per unes cel-lules en particular.
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A més, també hi ha un patré de comportament del parell de cromosomes respecte
de l'origen embrionari de l'aneuploidia (Robinson et al. 1995, 1997 i 1999).
Wolstenholme, I'any 1996, descriu una férmula matematica per tal de poder

calcular I'esperat nombre de casos amb anomalies d’origen somatic o meiotic.

A la Taula 5.3 es fa un resum dels possibles patrons de comportament dels parells
de cromosomes implicats en les aneuploidies segons el llinatges cel-lulars on es
localitzen més freqlientment (segons el tipus de MCP que sén) i I'origen embrionari
que tenen, comparant els resultats obtinguts en aquest estudi amb els d’altres

series publicades de diagnostics prenatals.
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Taula. 5.3: Patrons de comportament de les trisomies: origen de formacid i tipus de mosaic

confinat
SR —— Wolstenholme, Lestou Grati Toutain | Treball

* etal, etal., etal., actual,

1995, 1997 i 1999 1996 1998 2006 2010 2012
2 MITOTIC/MEIOTIC I I Il > I
3 | | |
7 MITOTIC/MEIOTIC =1 =1l =1 > I
8 MITOTIC/MEIOTIC I =1 =1l Hi>1l I
9 MEIOTIC =1l =1l =1 >l
10 MITOTIC =1l |
12 MITOTIC I | Il
13 MEIOTIC I>11> 11 I=1=11l I
15 MEIOTIC HI>| | =1
16 MEIOTIC 1] I =1 HI>>11 I =VI
18 MEIOTIC I=l=11 | 1=l>V=VI VIl
20 1>l =1 I
21 MEIOTIC 1>11 11>V=I=VI ViIsI=ll
22 MEIOTIC 1] I 1] >l

* parell de cromosomes

Les nostres dades coincideixen amb les dels autors consultats (Robinson et al. 1995,
1997, 1999; Wolstenholme, 1996; Lestou et al. 1998; i Toutain et al., 2010) en la
distribucié de les trisomies 2, 7, 8, 12, 13, 18 i 21, i probablement la causa per la

qual no se’ns confirmen la resta de dades és perquée la mostra és més petita.
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Es d’esperar que les anomalies d’origen mitdtic, com que sén postzigotiques,
tinguin una influencia en el desenvolupament gestacional més lleu que les que
tenen un origen prezigotic. Les d’origen postzigotic afectaran a menys teixits fetals i
com que es generen més tardanament afectaran un nombre de cel-lules menor, i
per tant seran de més bon pronostic. Per contra, les anomalies d’origen meiotic,
com que sOn més primerenques, poden afectar a més diversitat de teixits fetals i a

un nombre de cel-lules més gran, i per tant tindran més mal pronostic.

Es per tot aixd que en les gestacions en curs observem les aneuploidies no-
comunes i no-viables preferentment en un dels dos teixits extraembrionaris (MCP
tipus | o 1) i les aneuploidies comunes i viables en els dos teixits extraembrionaris
(MCP tipus lll) o bé en els teixits fetals (MVF). Per contra, en les gestacions
interrompudes, s’observa una tendencia a localitzar les aneuploidies no-comunes
en teixits fetals. No obstant aix0, seria necessari incrementar el nombre d’estudis
d’avortaments amb mosaics confinats per tal de poder confirmar la tendéencia
observada. Com ja s’ha comentat anteriorment només hem trobat un article en la
bibliografia consultada que parla de mosaics confinats en avortaments (Kalousek et

al., 1992) amb un nombre de mostres també molt baix.

Observant les nostres dades i les de Hahnemann (1997b), Grati et al. (2006) i
Holgado et al. (2011) de les aneuploidies comunes, la que més freqiientment
observem com a MVF sén la trisomia 21 i les aneuploidies dels cromosomes

sexuals, ja que sén les anomalies cromosomiques més viables.

Aixi doncs, el pronostic d’una gestacidé en curs amb un mosaic confinat depen de
varis factors interrelacionats, tals com |'anomalia cromosomica, el parell de
cromosomes implicat en I'anomalia, I'origen cel-lular de les noves linies, la seva
distribucié en els diversos llinatges cel-lulars, i el percentatge de cél-lules de cada
linia. Tots aquests factors actuen a la vegada fent complex i dificil I'assessorament

genetic.
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Una de les fonts d’informacié més completes sobre el possible fenotip dels mosaics
confinats és el lloc web de Robinson et al.

(www.medgen.ubc.ca/robinsonlab/mosaic/specific.htm).  En el recull de

Wolstenholme et al. (2006) (www.ncl.ac.uk/cvs/) hi ha els treballs publicats des

dels anys 1990 fins a mitjans del 2000, que especifiquen les tecniques de cultiu

emprades, els estudis de seguiment utilitzats i la resolucié final de la gestacio.

5.3.3 Mosaics rars

Altres tipus de cariotips en mosaic s’originen per bessons reabsorbits i per casos de
jumping translocations. Aquestes dues modalitats de cariotips en mosaic els hem
titulat com a mosaics rars a causa de la seva baixa freqliéncia, no perqué siguin

menys importants.

En la série presentada per l'associacido anglesa ACC (1996), de 7.595 casos de
vellositats corioniques, s’observen tres possibles casos de bessons reabsorbits; un
cas amb resultat 46,XX en el cultiu curt i 46,XY en el cultiu llarg, i dos casos més
amb resultat 46,XX en el cultiu curt i 46,XX/46,XY en el llarg, talment com el nostre
primer cas descrit. Si el fetus XY s’hagués observat en el cultiu curt i el fetus XX en

el llarg, aquests casos podrien ser confosos per una contaminacié materna.

També pot donar-se la situacié que en una de les linies cel-lulars s’observi un
cariotip anomal i en I'altra el cariotip sigui normal, com en el segon cas descrit i

com en el presentat per Lewi et al. (2006).

Per poder detectar aquesta modalitat de mosaics és essencial la realitzacié dels dos
cultius cel-lulars curt i llarg en paral-lel, i posteriorment, si fos necessari, fer estudis
moleculars per determinar el perfil genetic i distingir els diferents individus. Els
marcadors moleculars seran identics si el mosaic ha aparegut a causa d’una mala
segregacio per no-disjuncid, mentre que en el cas de bessons reabsorbits dizigotics
hi haura menys d’un 25 % de possibilitats que els marcadors siguin identics (Reddy

etal., 1991).
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Una altra modalitat de cariotip en mosaic sén les translocacions multiples
simultanies o jumping translocations, en les quals s’observen diverses
translocacions, que tenen en comu un cromosoma dador i diversos cromosomes

receptors.

L’dnic cas de jumping translocation que hem trobat és en una mostra
d’avortament. Es tracta d’una translocacid en la qual el cromosoma 18 és el dador
amb els cromosomes 13 i 15 com a cromosomes receptors. En la revisid
bibliografica hem observat que, dels cromosomes no acrocéentrics, és el parell 18 el
cromosoma més frequlient que participa en aquestes reorganitzacions (Edwards et
al., 2008). A més, el cromosoma 18 té un nombre elevat de seqliencies repetitives
que poden ser susceptibles de reorganitzacions intra i intercromosomiques (De

Pater et al., 2008).

Aquestes reorganitzacions, atesa la complexitat cromosomica que generen, no son
compatibles amb la vida i generalment només s’observen en avortaments (Dunn et
al., 2000) o bé en casos de neoplasies. Tal i com suggereix Reddy (2010) quan
s’observa una reorganitzacié cromosomica d’aquest tipus s’aconsella estudiar tants
teixits fetals com es pugui, biopsia de corion (cultiu curt i llarg), amniocentesi i sang
fetal. El consell genetic en aquests casos és complicat, I'efecte que les
reorganitzacions poden exercir sobre la gestacidé son variades depenent del
moment del desenvolupament en que s’han produit les translocacions, dels parells

de cromosomes que participen i dels teixits fetals que ha afectat.

5.3.4 Falsos cariotips en mosaic

La contaminacid de cel-lules maternes, com ja s’ha comentat en la introduccio, és
un dels desavantatges que té el cultiu llarg o el cultiu de les restes fetals versus el
cultiu curt. Ambdds provenen d’un cultiu primari. Per aquesta rad és aconsellable
que el cultiu llarg vagi acompanyat d’un cultiu curt per tal de ratificar-ne el

resultat. En el cultiu curt les cél-lules maternes contaminants no tenen temps de
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proliferar. Alguns autors com Barranco et al (2011) proposen substituir I'estudi del
cultiu curt per la tecnica de QF-PCR. Aquesta tecnica permet la deteccié de mostres
amb contaminacié materna sempre que es pugui comparar amb el perfil genetic
matern. Cal recordar, pero, que la técnica de la QF-PCR és una tecnica dirigida i, per
tant, menys informativa que el cariotip sencer. Aixi, en I'article de Barranco et al
(2011) un 1,8 % de les anomalies cromosomiques no es detecten per limitacions

tecniques, de les quals un 1,2 % tenien consequéencies pel fetus.

El percentatge de contaminacié materna en el nostre treball és baix, tant per les
mostres prenatals com per les mostres procedents d’avortaments, i els resultats
obtinguts estan en la linia dels publicats. Seria d’esperar que el percentatge fos més
alt pel segon grup, ja que generalment aquestes mostres arriben al laboratori

brutes i macerades, i son dificils de seleccionar.

Seguint I'estrategia proposada per la normativa de I'ECA (2012) per a la deteccid de
contaminacions maternes en cultius primaris, si la mostra ho permet es realitza

més d’un cultiu llarg.

Quan comparem aquests resultats amb el percentatge de contaminacié materna de
mostres procedents de liquid amniotic, observem que és semblant, perqué en una
serie anterior realitzada en el mateix laboratori, de 3.588 mostres de liquid
amniotic, el percentatge de contaminacié materna era d’un 0,4 % (Cuatrecasas et

al., 1996).

Ates que el risc de contaminacid materna pel cultiu curt tant en les mostres
prenatals com en les avortives és zero i que el risc de contaminacié materna pel
cultiu llarg és quasi inexistent, es conclou que la utilitzacié de les dues técniques en
paral-lel minimitza per una banda el risc que es produeixi contaminacié materna, i

per altra banda, el risc que si s’ha produit passi desapercebuda.
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Quant a la utilitzacid de tecniques dirigides, la contaminacid6 materna és un
problema laborids. Amb la tecnica de QF-PCR es pot detectar si es compara el DNA
fetal amb el DNA matern. Amb la técnica de CGH-Arrays en fetus masculi si la
contaminacié materna no és superior al 25-30% (llindar de visualitzacié de mosaics)
no es podria sospitar i amb Array de SNPs es podria intuir si es detecta un
desbalang en la dosi d’al-lels. Amb la técnica de FISH si el fetus és masculi es podria
sospitar facilment, i si és femeni és impossible. En totes les tecniques és de gran
ajuda saber el sexe fetal previ a I'estudi. Jobanputra et al. (2011) proposen un
protocol per a les mostres d’avortaments per tal de detectar les possibles
contaminacions maternes, quan s’estudien amb FISH. A més de ser un protocol

laborids, encareix significativament I'analisi genética.

Una altra modalitat de cariotip en mosaic sén els artefactes de cultiu a causa del
creixement in vitro d’una nova linia cel-lular. Per tal de poder distingir entre un
mosaic vertader i un pseudomosaic, 'ECA (2012) proposa, quan hi ha prou

quantitat de mostra, realitzar dos cultius llargs en paral-lel.

La majoria de vegades, la nova linia cel-lular que es crea in vitro és amb una
anomalia estructural (Wolstenholme et al., 1994), tal i com s’observa en el nostre
treball. El fet de realitzar les dues tecniques de cultiu en paral-lel ajuda a poder

distingir aquesta modalitat de cariotip en mosaic d’origen in vitro.

Una altra modalitat sén els cariotips en mosaic per limitacions de la técnica. El fet
gue una anomalia cromosdomica no s’observi per limitacions técniques pot donar un

resultat fetal en mosaic.

A causa de la curta llargaria dels cromosomes del cultiu curt, pot ser que algunes
anomalies estructurals no s’observin. El fet de realitzar les dues tecniques de cultiu
en paral-lel fa posar de manifest la discrepancia i permet posteriorment fer una

revisio del material analitzat.
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Cada una de les técniques que utilitzem té unes limitacions técniques per se.
Aquestes limitacions, que estan ben definides per I'ACC descriuen que els
cromosomes que s’observen després d’un cultiu curt de vellositats corioniques
generalment tinguin un nivell de resolucié d’'unes 150 bjh (bandes joc haploid).
Contrariament, els cromosomes que s’observen en el cultiu llarg acostumen a tenir
la mateixa llargaria que els cromosomes que s’obtenen dels cultius de liquid

amniotic, d’unes 400 bjh.

Si la llargaria dels cromosomes obtinguts no arriba a la necessaria i no es detecta
cap anomalia cromosomica, I'ECA (2012) recomana que es comenti en |'informe

pero sense encoratjar la parella de realitzar una altra prova invasiva.

5.4 DIAGNOSTICS FALS POSITIU | FALS NEGATIU

El primer treball publicat que presentava el risc potencial d’'un diagnostic fals
positiu o negatiu pel cultiu curt és el de Simoni et al. de I'lany 1992, amb el risc de
fals positiu de cultiu curt d’'un 1/100 i el risc de fals negatiu d’'un 0,05%. Aquests
valors no han variat gaire des de llavors: en treballs publicats més recentment
oscil-len entre un 0,1 % i un 0,8 % el fals positiu, i entre un 0,01 % i un 0,4 % el fals

negatiu.

Pel cultiu llarg els valors en general son inferiors, pels fals positiu és de 0,05 % a
0,5 % i pel fals negatiu a la revisid bibliografica només hem trobat els dos casos
descrits per Grati et al. (2006), ambdds de mosaic amb un cromosoma marcador

extra.

Pels cultius llarg i curt en paral-lel, els valors encara baixen més: pel fals positiu

varia entre el 0,03 % i el 0,16 % i pel fals negatiu, entre el 0,02 % i el 0,08 %.

El valor dels falsos positius en tots els procediments (cultiu curt, cultiu llarg i

ambdos cultius) sempre és una mica més elevat que el dels falsos negatius, ja que
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poden apareixer a causa d’errors mitotics, freqients en teixits placentaris (sobretot
en el trofoblast), i també per errors meiotics. El rescat de I'anomalia pot ser tant en
fetus com en placenta, encara que per a la gestacié és més favorable que el fetus

quedi amb el cariotip normal.

En canvi, és menys probable que es generin els falsos negatius, ja que impliquen
dos errors consecutius: en primer lloc hi ha d’haver hagut un error meiotic i en

segon lloc s’ha d’haver produit un rescat de 'anomalia (error mitotic).

En el nostre treball, malgrat que els resultats estan dins de tots els valors publicats,
el percentatge de falsos positius del cultiu llarg és lleugerament més alt, ja que hem
comptabilitzat tots els possibles casos de contaminacid materna. També s’ha
observat que el percentatge de falsos negatius del cultiu curt és dels més elevats en
comparacido amb els treballs publicats, a causa que hi hem sumat tots els casos de
falsos cariotips en mosaic per limitacions tecniques. Aquest és un aspecte que no

hem observat si s’ha contemplat en els articles consultats.

La realitzacié d’ambdds cultius en paral-lel fa baixar el risc de resultat fals positiu i

fals negatiu.

A la Taula 5.4 es relacionen els diversos tipus de mosaic confinat amb els possibles

falsos diagnostics positiu i negatiu.

163



Discussio

Taula 5.4: Relacié entre els mosaics confinats i els diagnostics fals positiu o fals negatiu

Tipus origen cultiu curt cultiu llarg fetal fals + / -

I MCP anomal * normal normal fals + cultiu curt
1] MCP normal anomal * normal fals + cultiu llarg
[} MCP anomal * anomal * normal fals + ambdés
v MVF anomal * normal anomal * fals - cultiu llarg
\Y MVF normal anomal * anomal * fals - cultiu curt
\ MVF anomal * anomal * anomal * anomalia
MCF MCF normal normal anomal fals - ambdods

*en mosaic o no

5.5 NOVES ESTRATEGIES EN DIAGNOSTIC PRENATAL

L'abaratiment de costos i |'aparicié de noves tecnologies de laboratori estan
comportant canvis estrategics en el diagnostic prenatal. Des de l'inici dels anys
2000 alguns laboratoris han substituit el cariotip del cultiu curt per I'estudi de les
aneuploidies comunes, emprant la tecnica de FISH o QF-PCR (Cirigliano et al., 2002;
Donaghue et al., 2005; Waters et al., 2007; Lau et al., 2009; Holgado et al., 2011). Si
se substituis el cultiu curt per la QF-PCR, tal i com comenta Barranco et al. (2011),

un percentatge de les anomalies amb significat clinic passarien desapercebudes.

D’altres proposen només fer rutinariament el cultiu llarg i analitzar també el cultiu
curt només en els casos de sospita de mosaic confinat (Toutain et al., 2010b).
Contrariament, altres autors (Soler et al., 2008) proposen substituir el cultiu llarg
per la QF-PCR i fer només el cariotip del cultiu curt. En aquests casos pot ser que no
es detectin un 6 % dels mosaics generalitzats i a més es pot escapar algun cas amb

una reorganitzacié cromosomica subtil (Toutain et al., 2010b).
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En I'ambit prenatal, 'avantatge que aporta I'aplicaciéo de la FISH o QF-PCR és la
deteccio de les cinc aneuploidies més freqiients en un molt breu periode de temps.
Per contra, la substitucié d’un dels dos cultius per aquestes tecniques implicaria
obtenir un resultat que no permetria detectar algunes anomalies ja que no es

realitza el cariotip sencer:
- les anomalies en mosaic inferiors al 20 %,
- les anomalies estructurals,

- les anomalies en les quals estiguessin implicats un cromosoma dels parells no
comuns, entre les quals es troben les anomalies més freqiients en els mosaics

confiants i que ens donen un senyal d’alerta davant d’una possible DUP.

- tampoc permetria la deteccid dels mosaics confinats, ja que es treballa sobre

I’ADN total de la mostra i no es pot distingir els diversos llinatges cel-lulars.

En el nostre treball, un 70 % de les alteracions es podrien observar amb aquest nou
enfocament, mentre que un 30% no serien detectades. D’aquestes, un 2,5%
corresponen a alteracions estructurals desequilibrades, un 3,2 % a aneuploidies no
comunes i cromosomes marcadors, quasi un 5% a alteracions estructurals
equilibrades (reciproques i robertsonianes), i quasi un 19 % a mosaics d’anomalies

no detectables o de percentatges més baixos d’'un 20 %.

Un dels avantatges de la deteccid dels MCP és que és I’Unica via per a la deteccio de
les disomies uniparentals que tenen una estimacié teorica d’aparicié del 33 % quan
s’observa un fenomen de rescat o de recuperacid de la trisomia, encara que, a la
practica, els valors observats son de I'1,6 % (Grati et al., 2006), del 5,5 % (Soler et

al., 2008) o del 7,6 % (Toutain et al., 2010).

La deteccid dels mosaics confinats comporta en alguns casos una certa incertesa
diagnostica, i, per tant, es requereix d’'una amniocentesi per coneixer el cariotip

fetal. Quan lI'anomalia s’observa en forma de MCP tipus I, la probabilitat de
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confirmacio de I'anomalia és més baixa que si es detecta com a tipus Il o com a

tipus Il (Grati et al., 2006).

Sera necessari confirmar els cariotips en mosaic per discernir entre mosaics
confinats només a la placenta o bé mosaics vertaders fetals. Majoritariament
s’utilitza liquid amniotic o sang fetal per a aquest proposit. En la série de Grati et al.
(2006) es van haver de fer estudis de liquid amniotic per confirmar el mosaic en un
1,3 % dels casos i en el nostre treball en un 1,2 %. Toutain et al. (2010a), per tal de
disminuir el nombre d’estudis de seguiment, suggereixen recomanar I'amniocentesi
nomeés en els casos de possible sospita de disomia uniparental dels cromosomes 7,
11, 14 i 15 i en els casos en qué s’observi un mosaic d’aneuploidies comunes en
absencia de marcadors ecografics associats. Recordem que ells només fan cultiu

llarg i que el curt se’l reserven per als casos de possible MCP.

En la seglient taula es descriuen les situacions en queé recomanem que es dugui a
terme un estudi del liquid amniotic quan en les vellositats s’ha observat una

anomalia.
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Taula 5.5: Estrategies suggerides per confirmar un resultat citogenetic en vellositats

corioniques

CULTIU CURT | CULTIU ECOGRAFIA SEGUIMENT
LLARG
anomalia normal marcador o possible ILE, recomanar un estudi de
anomalia ecografica | seguiment de I'avortament
associades amb el
cariotip anomal
anomalia normal anomalia no cariotip de liquid amniotic
relacionada amb el
cariotip anomal
anomalia normal normal cariotip i disomia uniparental de liquid
d’autosomes amniotic en casos de cromosomes
imprintats o si el cariotip del cultiu llarg és
46,XX per descartar contaminacio
materna que emmascari un cariotip
anomal
anomalia dels | normal normal cariotip de liquid amniotic (excepcié de
cromosomes 45X/46,XY/ecografia normal nen)
sexuals
normal anomalia normal cariotip de liquid amniotic (excepcions
guan I'anomalia cromosomica és molt
probable artefacte de cultiu)
normal anomalia anomalia possible ILE, recomanar estudi de
relacionada amb el |seguiment en 'avortament
cariotip anomal
normal anomalia anomalia no cariotip en liquid amniotic. Si el cariotip en
relacionada amb el |liquid amniotic és normal i I'anomalia és
cariotip anomal en cromosomes imprintats plantejar
estudi de disomia uniparental
anomalia anomalia normal possible ILE, recomanar un estudi de
certa* certa seguiment de I'avortament
anomalia* anomalia normal cariotip en liquid amniotic
incerta incerta
si el cariotip en liquid amniodtic és normal i
I'anomalia és en cromosomes imprintats,
plantejar un estudi de disomia uniparental
anomalia anomalia anomalia possible ILE, recomanar un estudi de
seguiment de I'avortament

*Definicié d’anomalia certa i incerta en la Taula 3.3.
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Darrerament s’estan proposant altres tecniques més especifiques, CGH-Array, SNP-
Array o plataformes dirigides com els BOBs, com a tecniques diagnostiques en
diagnostic prenatal. Totes aquestes tenen el gran avantatge de fer presents guanys
i perdues cromosomiques molt petites (de menys de 10 Mb, microdelecions o
microduplicacions) que amb el cariotip convencional no poden observar-se per

limitacié en la llargada i en les bandes dels cromosomes.

Aquestes noves tecniques, com les anteriors mencionades, tenen els inconvenients
que no permeten detectar anomalies estructurals equilibrades, ni tampoc mosaics
per sota del 25-30 %, ni moltes de les poliploidies, i tenen I'inconvenient afegit de
detectar-se un nombre important de desequilibris genomics de significat incert. En
els casos d’anomalies estructurals desequilibrades que comporten un guany o una
perdua petita de DNA, si que podrien ser detectades, pero la técnica d’Arrays no
explica com estan organitzats, informacié cabdal per establir el risc de recurréencia i

facilitar un consell genétic precis.

L'observacié de desequilibris genomics incerts en diagnostic prenatal, és un
problema. Per a la seva confirmacid és necessari estudiar els progenitors, la qual
cosa endarrereix el diagnostic final fent augmentar potencialment |'angoixa i
encareix encara més els costos de |'estudi. A més, pel fet d’estar la gestacid en curs,

els estudis i les decisions s’han de prendre amb celeritat.

Les tecnologies que utilitzen el DNA total tenen el problema que no permeten
diferenciar els diferents llinatges cel-lulars que s’estudien. En mostres de vellositats
corioniques aixd implica que no permeten diferenciar entre el DNA procedent de
cel-lules del trofoblast i el DNA procedent del mesénquima extraembrionari.
Diversos autors han observat errors diagnostics a causa d’aquesta limitacio tecnica
(Mann et al., 2003; Allen et al., 2006; Waters et al., 2007; Lau et al., 2009), i per
aquesta causa, proposen variacions tecniques per poder diferenciar els dos DNA i

aixi poder interpretar els mosaics confinats (Mann et al., 2007; Holgado et al., 2009;
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Kooper et al., 2009; Filges et al., 2011; Toutain et al., 2011). Curiosament, en altres
teixits aquest inconvenient pot ser un avantatge, I'estudi del DNA total en sang
permet observar anomalies cromosomiques presents en llinatges cel-lulars no
seleccionats en el cultiu cel-lular. Aixi, per exemple, Cheung et al. (2007) demostren
com amb la técnica dels Arrays poden observar-se mosaics presents en llinatges
cel-lulars diferents dels limfocits T, que sdn els que s’estimulen amb els mitogens, ja

gue en els estudis dels Arrays s’analitza el DNA total.

El procés d’implantacié de noves tecniques diagnostiques en genética és costos, i
llarg, pero al mateix temps molt interessant. L’aplicacié de les noves tecnologies en
diagnostic prenatal xoca amb el fet que l'individu que s’esta estudiant esta en
gestacio, fet que implica obtenir un diagnostic molt curds i el més aviat possible ja
que les conseqliencies que se’n puguin esdevenir poden ser greus. Aquests fets
s’han de valorar al moment d’aplicar les noves tecnologies i usar-les en substitucid
d’altres técniques més classiques. No per ser técniques estandards vol dir que no
siguin valides. Els estudis citogeneétics i els estudis d’Arrays sén dues tecniques molt
bones i ampliament complementaries de cara a poder donar un resultat genétic

prenatal el més ampli, concis i rapid possible.

Tal i com es comenta en el Consenso para la Implementacion de los Arrays (CGH y
SNP-array) en la genética clinica (2012), lI'aplicacié d’aquestes tecniques en
diagnostic prenatal s'imposara en el futur en la practica diaria. Ara bé, la discussio
esta en si els Arrays han de substituir el cariotip o no (Miller et al., 2011; Novelli et
al., 2012), i si és millor una plataforma d’una casa comercial o no, o una que sigui

dirigida o bé una d’alta resolucié.

Els estudis de FISH aporten el fet que permeten analitzar nuclis interfasics, és a dir
cel-lules que no estan en divisid, els quals en casos com els estudis de tetraploidies
poden ésser de gran utilitat per diferenciar entre una anomalia vertadera o un

artefacte del cultiu, quan s’analitza material no cultivat (Noomen et al, 2001). A
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més, possibiliten I'analisi d’un gran nombre de nuclis, ideal per fer recomptes o
visualitzar un mosaic criptic, un cop es coneix el parell de cromosomes que es vol

estudiar.

La QF-PCR es pot utilitzar en casos de sospita de bessons reabsorbits, en casos en
que es vulgui coneixer la zigositat de la mostra, o en casos en qué hi hagi molt poca
mostra, i els Arrays de SNP poden ajudar a estudiar I'origen mitotic o meiotic de les

anomalies cromosomiques (Barranco et al., 2011).

De I'experiéncia d’aquest treball es despren que la millor estrategia per analitzar les
mostres de vellositats corioniques en estudis citogenetics prenatals és realitzar els
dos cultius en paral-lel. Un dels avantatges és poder distingir les diverses modalitats
de mosaic, ajudant en la seva interpretacié de cara a un consell genétic: distingir els
casos que tenen un cariotip en mosaic per contaminacié materna o detectar els
€asos en mosaic per mosaics confinats, aixi com diferenciar si una anomalia

estructural és vertadera o be és un artefacte del cultiu.

La utilitzacié dels dos cultius en paral-lel permet, gracies al cultiu curt, obtenir un
primer cariotip fetal amb 24-48h després de |'extraccié de la mostra i durant el
primer trimestre de gestacio, per tant, si s’Tha de fer una interrupcio legal de la
gestacio és menys traumatic per 'embarassada i a més les tecniques d’interrupcio
poden ser menys agressives. A més, en el cultiu curt no hi pot haver contaminacié
materna, ja que les cel-lules maternes no poden créixer durant el breu periode de
temps del cultiu. | gracies al cultiu llarg, es pot obtenir un segon cariotip que
permet confirmar el primer resultat i observar anomalies estructurals que potser no

s’observarien per limitacions tecniques.

Tota embarassada que es sotmet a un procediment invasiu posa en risc la gestacio i
mereix rebre el maxim d’informacié genetica possible. Si es coneix el cariotip
durant el primer trimestre, encara que aquest pot tenir un resultat citogenetic

inviable (és a dir que no arribés al segon trimestre), aixo0 permetria donar una
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explicacid a la gestant del perquée de I'avortament i facilitaria el consell geneétic

davant d’una futura gestacio (Soler et al., 2008).

Quant a les mostres d’avortaments, tenint en compte que els mosaics sén una
anomalia cromosomica prou significativa en les gestacions interrompudes, hom
creu necessari estudiar els tres teixits fetals (cultiu curt i llarg de les vellositats i
cultiu de les altres restes fetals) per poder-los detectar. Conéixer I'anomalia
cromosomica que ha provocat la interrupcid de la gestaciod és important de cara a
una futura gestacid i al consell genetic posterior. Les noves tecnologies sén més
utils per a aquest tipus de mostres en els casos en qué no es pot obtenir un resultat

citogeneétic quan la mostra esta altament macerada.
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Conclusions

6. CONCLUSIONS

1. El rendiment del cultiu curt i del cultiu llarg de vellositats corioniques de
mostres prenatals és alt (98,1 % i 98,4 % respectivament) i comparable als valors
observats en les publicacions. Ara bé, per assegurar un resultat citogenétic es
recomana realitzar les dues tecniques en paral-lel, ja que l'eficacia de |'estudi

complet arriba fins a un 99,8 %.

2. Dels tres cultius realitzats en les mostres d’avortaments, el que té una
rendibilitat més alta és el cultiu llarg de les vellositats coridniques, seguit del cultiu
de teixits fetals i en darrer lloc del cultiu curt de les vellositats. L'estratégia més
eficient per assegurar un resultat citogenetic és realitzar les tres técniques de cultiu

en paral-lel.

3. El percentatge d’anomalies cromosomiques observades en el grup de
mostres prenatals esta dins el rang dels valors observats en les series consultades. |,
com en els treballs publicats, les anomalies cromosomiques més freqiients en
mostres de vellositats corioniques d’estudis prenatals son les aneuploidies

comunes.

4, Gairebé el 50% dels avortaments estudiats presentaven anomalies
cromosomiques, essent les aneuploidies no comunes i les poliploidies les més
freqlients.
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5. Si en I'estudi citogenetic de les vellositats en una mostra prenatal s’observa
un mosaic confinat, el més probable és que sigui un mosaic confinat a la placenta
de tipus | o Il i que I'anomalia cromosomica sigui una aneuploidia autosomica no

comuna.

6. Per contra, si la mostra prové d’'un avortament el mosaic confinat pot ser
tant confinat a la placenta com mosaic vertader fetal o confinat al fetus, i el més
probable és que I'anomalia cromosomica sigui també una aneuploidia autosomica

no comuna. No s’observen casos de MCP tipus | en mostres d’avortaments.

7. Es necessari ampliar el nombre d’estudis citogenétics en mostres
d’avortaments per tal de poder comprendre millor el comportament i I'efecte dels

mosaics confinats en la gestacio.

8. Els cromosomes implicats en les aneuploidies tenen un comportament que
no és atzards, sind que cada parell cromosomic segueix uns patrons de distribucid

caracteristics.

9. La utilitzacié del cultiu curt i el cultiu llarg en paral-lel té els seglients

avantatges:

- poder distingir les diverses modalitats de mosaic de cara a un consell genétic

posterior
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- detectar els possibles casos de contaminacié materna del cultiu llarg. El
percentatge de contaminacid materna és subtilment més elevat en mostres

procedents d’avortaments que en mostres prenatals.

- detectar cariotips rars en mosaic originats per fenomens com el vanishing

twin o les jumping translocations.

- el fet de realitzar paral-lelament els dos cultius cel-lulars, i per tant d’obtenir
dos resultats citogenetics de la mateixa mostra, permet la confirmacié dels
estudis i contribueix a la prevencidé de possibles errors per diagnostic

equivocat o per limitacions tecniques.

- detectar les anomalies que poden fer sospitar de possibles disomies

uniparentals amb repercussio clinica.

Els resultats obtinguts en el present estudi reforcen I'argument que actualment les
noves tecnologies com la QF-PCR, FISH o Arrays s’han d’entendre encara com a
tecnigues complementaries a I'estudi citogenétic en vellositats corioniques i no
com a tecniques substitutives. Si s’utilitzen técniques que només detecten les
anomalies comunes (QF-PCR, FISH) no s’observaran anomalies en les quals hi
estigui implicat un cromosoma dels parells no comuns, entre les quals es troben les
anomalies que ens donen un senyal d’alerta davant d’una possible disomia
uniparental. La substitucié del cariotip per part de les noves tecnologies impediria

detectar les anomalies en mosaic inferiors al 20 % i les anomalies estructurals
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equilibrades. A més, la utilitzacié de tecniques moleculars que treballen amb ADN
total de la mostra no permet distingir els diversos llinatges cel-lulars, fet cabdal per
a la identificacié de mosaics confinats, i tot i que les técniques d’Arrays detecten
guanys i perdues de material al llarg de tot el genoma, no es visualitza la localitzacié
de les reorganitzacions, fet que és important de cara a la recurréncia de 'anomalia i

a un bon consell genetic.
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ANNEX |

Definicio de les indicacions mediques per les quals es fa biopsia de corion

Altres estudis: Se saben antecedents d’anomalies geniques (no cromosomiques) i

cal material fetal per realitzar estudis moleculars.

Angoixa: La gestacio no presenta un risc elevat de patir una alteracié cromosomica i

malgrat aixo els progenitors desitgen un estudi prenatal.

Avortaments de repeticid: S’han patit dos o més avortaments espontanis.

Cribratge bioquimic de segon trimestre: Quan el valor resultant de I'estudi

bioguimic indica un risc de tenir un fill amb la sindrome de Down superior a 1/270, i

se suggereix a la parella que es realitzi un estudi prenatal citogenétic.

Cribratge bioquimic de primer trimestre (cribratge combinat bioquimic i ecografic

de primer trimestre): L'any 2009 s’implanta definitivament a nivell nacional el

cribratge combinat. Es recomana fer una prova diagnostica invasiva quan el valor

del risc de tenir un fill amb a sindrome de Down és superior a 1/250.

Encara que aquest procediment no s’'implanta fins el gener del 2009, anys abans

alguns obstetres ja el practicaven.
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Confirmacio: Generalment es tracta de biopsies de corion de segon trimestre, quan
s’ha observat una alteracié cromosomica en un procés invasiu anterior i es vol

confirmar si hi és en un altre teixit.

Doble indicacié: Gestacions que tenen dues de les indicacions de risc elevat.

Edat materna avancada: La mare té més de 35 anys. A finals dels anys noranta, en

implantar-se |'estudi del cribratge bioquimic de segon trimestre a nivell nacional, la
indicacié d’Edat Materna Avancada es trasllada fins als 38 anys, i posteriorment al
2009 aquesta indicacio gairebé desapareix, ja que queda incorporada dins el calcul

de risc del cribratge combinat de primer trimestre.

Gestacid anterior amb cromosomopatia: S’ha detectat una alteracié cromosomica

en una gestacio anterior. Tant pot ser que hagi acabat amb una Interrupcié Legal de
I’Embaras (ILE) perqué s’ha fet un estudi citogenetic prenatal, com que s’hagi fet un

cariotip i la gestacié hagi continuat el seu curs fins al final.

Marcadors i anomalies ecografiques: En el control ecografic del primer o segon

trimestre s’ha observat marcadors ecografics (plec nucal engruixit, os nasal absent
o hipoplasic, ductus vends revertit, regurgitacié tricuspidea, quists de plexos
coroidals...) o anomalies fetals relacionades amb cromosomopaties. (S’entén per
marcadors els signes ecografics que es troben amb més freqliiéncia quan el fetus té

una anomalia cromosomica).
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Parametres bioquimics alterats: S’ha realitzat un estudi bioquimic i algun dels

parametres es mostra alterat.

Progenitor amb cromosomopatia: Un dels dos progenitors és portador d’una

alteraciéo cromosomica.

Reproduccid assistida: Alguns estudis indiquen un augment de les anomalies en els

cromosomes sexuals en determinats casos de reproduccié humana assistida.

Triple indicacid: Gestacions que tenen tres de les indicacions de risc elevat.
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ANNEXII:

Llistat de totes les anomalies cromosomiques en mostres prenatals

45,der(13;14)(q10;q10) 3
45,der(13;14)(q10;q10)pat 1
46,inv(7)(p15q934) 1
46,t(3;5)(p25;q31) 1
46,t(4;6)(q25;p11.2) 1
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46,1(6;12)(q22;924.3)pat 2
46,t(7;10)(p13;p13) 1
46,1(8;11)(q27;p21.1)mat 1
46,t(11;20)(g23;p13)mat 1
Anomalies estructurals desequilibrades 6 2,4
46,XY,der(4)t(4;?)(q31.3;?) 1
46,add(6)(q27) 1
47,+i(9)(p10) 1
46,der(9)t(9;20)(p24;913.1)pat 1
46,+13,der(13;14)(q10;q10) 1
46,i(21)(q10) 1
Poliploidies 3 1,2
69,XXX 0 69,XXY 3
Alteracions miiltiples 2 0,8
46,X,+15 1
70,XXX,+2 1
Mosaics 74 29,6
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ANNEX I11: DESCRIPCIO DELS CASOS PRENATALS DE CARIOTIP EN MOSAIC

| MCP anomal * normal normal fals + cultiu curt
Il MCP normal anomal * normal fals + cultiu llarg
1] MCP anomal * anomal * normal fals + ambdos
\Y MVF anomal * normal anomal * fals - cultiu llarg
Vv MVF normal anomal * anomal * fals - cultiu curt
Vi MVF anomal * anomal * anomal * anomalia
MCF MCF normal normal anomal fals - ambdos

47 ,XX,+mar[8]/46,XX[22] 47 XX,+mar[11]/46,XX[8] Indicacid: angoixa Mosaic generalitzat

Amniocentesi:
47,XX,+mar[32]/46,XX[6]

Fenotip normal

2 24926 46,XX 45,XX,der(14;21)(q10;910)mat[10] Indicacid: progenitor afectat d’'una FALS MOSAIC per contaminacid Fals +
/46,XX[10] cromosomopatia materna cultiu llarg




20400

24055

02881

47,XY,+18

46,XX([5]

46,XX

47,XY,t(9;15)(q32;p11.2),+18

47,XX,+18

46,XX,t(6;15)(q15;q11.2)

46,XX[94]/46,XY[6]

Sang mare:

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

Indicacid: edat materna + marcadors i | FALS MOSAIC per limitacions
anomalies ecografiques propies de la técnica

Sang mare: 46,XX
Sang pare: 46,XY

ILE, sense estudi citogenétic

Indicacid: marcadors i anomalies FALS MOSAIC per limitacions
ecografiques propies de la técnica

ILE, sense estudi citogenétic

Indicacid: cribratge bioquimic FALS MOSAIC per limitacions
propies de la técnica

Amniocentesi: 46,XX.ish
t(6;15)(SNRPN+,PML+;D15Z1+,SNRPN
-,PML-)

Indicacid: angoixa BESSO REABSORBIT

FALS -
cultiu curt

FALS -
cultiu curt

FALS - cultiu
curt




FISH: nuc Sang fetal: 46,XX
ish(DXZ1,DYZ3)x1[8]//(DXZ1)x2[300]

47,XX,+i(2p)[6]/46,XX[106] Indicacid: cribratge bioquimic MOSAIC CONFINAT A LA FALS +

. o . PLACENTA cultiu curt
Seguiment ecografic, fenotip sense

malformacions. Cariotip fetal Tipus |
suposadament sense anomalies
cromosomiques

47,XX,+10[9]/46,XX[41] Indicacié: edat materna MOSAIC CONFINAT A LA FALS +

. o . PLACENTA cultiu curt
Seguiment ecografic, fenotip sense

malformacions. Cariotip fetal Tipus |
suposadament sense anomalies
cromosomiques

20737 92,XXYY 46,XY Indicacid: edat materna MOSAIC CONFINAT A LA FALS +
PLACENTA cultiu curt
Seguiment ecografic, fenotip sense
malformacions. Cariotip fetal Tipus |
suposadament sense anomalies
cromosomiques




46,XY,add(1)(p36)

47,XY,+8[8]/46,XY[23]

47,XX,+13[10]/46,XX[19]

Indicacid: sense dades
Amniocentesi: 46,XX

UPD(7):Normal

Indicacid: edat materna

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: angoixa

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: sense dades

Amniocentesi: 46,XX

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus |

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus |

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus |

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

FALS +
cultiu curt

FALS +
cultiu curt

FALS + cultiu
curt

FALS +
cultiu llarg




23694

46,XY

46,XY

47,XY,+8[71/46,XY[20]

47,XY,+20

47,XY,+7[3]/46,XY[10]

47,XY,+2,t(10;17)(q11.2;923)[9]/46,X
Y[41]

Indicacidé: marcadors i anomalies
ecografiques

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: marcadors i anomalies
ecografiques

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: sense dades
Amniocentesi: 46,XY

UPD(7): biparental

Indicacid: edat materna
Amniocentesi: 46,XY

No tenim informacio de la sang dels
pares

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il
obé

FALS MOSAIC per
pseudomosaicisme

FALS +
cultiu llarg

FALS +
cultiu llarg

FALS +
cultiu llarg

FALS +
cultiu llarg




13

31960

29964

46,XX

92,XXYY[80]/46,XY[3]

47,XX,+7

47,XY,+18[17]/46,XY([55]

47,XX,+21

92,XXYY[4]/92,XXYY,del(7)(p10)[8]/46
XY[58]

47, XX,+7[4]/46,XX[54]

Indicacid: edat materna

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: cribratge bioquimic
Amniocentesi: 46,XX

FISH: nuc ish
21q22.3(D21S59,D0215341,D215342)x
2

Indicacid: angoixa

Amniocentesi: 46,XY

Indicacid: sense dades

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

Tipus Il

MOSAIC CONFINAT A LA
PLACENTA

FALS + cultiu
llarg

FALS +
cultiu llarg

FALS +
ambdods
cultius

FALS +
ambdods




Amniocentesi: 46,XX

FISH: nuc ish(D7Z1)x2

UPD: s’ofereix UPD pero és
descartada per la parella

Tipus Il

cultius

3043

46,XX

47,XX,+i(5)(p10)[141/46,XX[4]

Indicacid: edat materna

Amniocentesi:
47 ,XX,+i(5)(p10)[14]/46,XX[4]

Sang fetal: 46,XX

ILE, sense estudi citogenétic.

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus V

FALS —
cultiu curt

29938

15757

46,XY

48,XY,+3,+21[48]/48,XY,+13,+21[14]

47,XY,+18

47,XY,+21

Indicacidé: marcadors i anomalies
ecografiques

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

ILE, sense estudi citogenétic

Indicacid: cribratge bioquimic

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus V

MOSAIC VERTADER FETAL

FALS —
cultiu curt

ANOMALIA




17767

21852

45,X

47,XX,+21[18]/46,XX[4]

45,X[6]/46,XX[4]

47,XX,+21

Amniocentesi: 47,XY,+21

Indicacid: marcadors i anomalies
ecografiques

ILE, sense estudi citogenétic

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

Indicacid: sense dades
ILE, sense estudi citogenétic.

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

Tipus VI

MOSAIC VERTADER FETAL
Tipus VI
obé

CONTAMINACIO MATERNA

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus VI

ANOMALIA

ANOMALIA




23487

27621

29350

47,XY,+mar

47,XY,+13[6]/46,XY[4]

47,XX,+21[27]/46,XX[3]

47,XY,+mar[8]/46,XY[18]

47,XY,+13

47,XX,+21

Indicacid: edat Materna

Amniocentesi:
47,XY,+mar[38]/46,XY[8]

Sang fetal: 47,XY,+mar[60]/46,XY[40]

Indicacid: marcadors i anomalies
ecografiques

ILE, sense estudi citogenétic

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

Indicacid: marcadors i anomalies
ecografiques

ILE, sense estudi citogenétic

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus VI

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus VI

MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus VI

ANOMALIA

ANOMALIA

ANOMALIA




14

30166

47,XX,+18

47,XY,+7[5]/46,XY[15]

92,XXXX

47,XX,+18[9]/46,XX[28]

92,XXXX[271/46,XX[286]

Indicacié: marcadors i anomalies
ecografiques

ILE, sense estudi citogenétic

Cariotip fetal suposadament amb
anomalia cromosomica en linia pura
0 en mosaic

Indicacidé: marcadors i anomalies
ecografiques

Avortament espontani, sense estudi
citogenétic

Indicacié: marcadors i anomalies
ecografiques

ILE, sense estudi citogenétic

MOSAIC VERTADER FETAL ANOMALIA
Tipus VI
obé

CONTAMINACIO MATERNA

MOSAIC CONFINAT Indeterminat
INCLASSIFICABLE

MOSAIC CONFINAT Indeterminat
INCLASSIFICABLE

obé

CONTAMINACIO MATERNA




6 22159 47,XX,+21 48,XX,+18,+21 Indicacié: marcadors i anomalies MOSAIC CONFINAT Indeterminat
ecografiques INCLASSIFICABLE

ILE, sense estudi citogenétic

47,XX,+7[4]/46,XX[20] Indicacid: marcadors i anomalies MOSAIC CONFINAT INCLASSIFICABLE | Indeterminat
ecografiques

No hi ha seguiment

47,XY,+3[6]/46,XY[24] Indicacid: cribratge bioquimic MOSAIC CONFINAT INCLASSIFICABLE | Indeterminat

No hi ha seguiment

47,XX,+21 47 ,XX,+21[6]/46,XX[4] Indicacid: edat materna MOSAIC CONFINAT Indeterminat

INCLASSIFICABLE
No hi ha seguiment

obé

CONTAMINACIO MATERNA




1 17080 45,X[8]/46,X,+mar[48] fetus 1 45,X[60]/46,X,+mar[16] fetus 1 Indicacid: marcadors i anomalies MOSAIC INDETERMINAT Indeterminat

ecografiques
45,X[40]/46,X,+mar[2] fetus 2 45,X[14]/46,X,+mar([36] fetus 2

ILE, sense estudi citogenétic

Glossari: MCP: mosaic confinat a la placenta; ILE: Interrupcié legal de I'embaras; FISH:hibridacid in situ fluorescent



Annexes

ANNEX IV:

Llistat de totes les anomalies cromosomiques en avortaments

45,-21 1
47,42 2
47,+6 2
47,+7 4
47,+8 2
47,49 4
47,+10 2
47,412 6
47,+14 7
47,+15 15
47,+16 23
47,+20 2
47,422 11
e I
47,+13 9
47,+18 13
47,421 25
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45,X 30
47 ,XXY 2
Poliploidies 23 9,4
69,XXX 0 69,XXY 21
92,XXXX 0 92,XXYY 2
Anomalies estructurals 17 6,8
Anomalies estructurals desequilibrades 16 6,4
46,der(4)t(4;10)(g35;911.2)pat 1
46,add(4)(p15.3) 1
47,+i(9)(p10) 1
46,der(9) 1
46,+der(11)t(11;22)(q23;q11.2),-22 1
46,+13,der(13;14)(q10;q10) 1
46,der(13;14)(q10;q10),+14 5
46,+14,der(14;14)(q10;q10) 1
46,i(18p) 1
46,der(14;21)(q10;910),+21 1
46,i(21)(q10) 1
47,+mar 1
Anomalies estructurals equilibrades 1 0,4
45,der(13;14)(q10;q10) 1
Alteracions multiples 14 5,6
46,X,+8 1
46,X,+13 1
46,X,+mar 1
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47,-15,der(15;15)(q10;910),+16,+21 1
47,+16,der(20)t(20;?) 1
47,t(10;13)(p15;q22),+15 1
48,+2,+21 2
48 XXX,+8 1
48 XXX,+18 1
68,XXX,-1 1
68,XXY,-18 1
70,XXX,+16 1
91,XXXX,-6 1
Mosaics 35 14
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ANNEX V: DESCRIPCIO DELS CASOS D’AVORTAMENTS DE CARIOTIP EN MOSAIC

| MCP anomal * normal normal fals + cultiu curt
Il MCP normal anomal * normal fals + cultiu llarg
1] MCP anomal * anomal * normal fals + ambdos
\Y) MVF anomal * normal anomal * fals - cultiu llarg
Vv MVF normal anomal * anomal * fals - cultiu curt
VI MVF anomal * anomal * anomal * anomalia
MCF MCF normal normal anomal fals - ambdos

5779 47,XY,+mar 46,XX 46,XX FALS MOSAIC per contaminacid
materna




1 15815 46,XX

92,XXXX

46,XX MOSAIC CONFINAT A LA PLACENTA

Tipus Il

FALS + cultiu llarg

3 28089 46,XX

2 13672 47,XY,+16

1 18096 46,XY

2 14738 | 47,XX,+16,del(16g?)

47,XX,+der(11)add(11)(p15)[10]/46,XX
[30]

47,XY,+16

47,XY,+18

46,XY

47,XX,+16

46,XX MOSAIC CONFINAT A LA PLACENTA

Tipus Il

46,XY MOSAIC CONFINAT A LA PLACENTA

Tipus Il

47,XY,+18 MOSAIC VERTADER FETAL

Tipus V

45,X MOSAIC CONFINAT AL FETUS

No creixement cel-lular MOSAIC CONFINAT

INCLASSIFICABLE

FALS + cultiu llarg

FALS + ambdds cultius

Fals — cultiu curt

Fals —ambdos cultius

4 23081

47,XX,+21

47, XX,+12

Mostra no rebuda MOSAIC CONFINAT

INCLASSIFICABLE




31412

No creixement cel-lular

No creixement cel-lular

No creixement cel-lular

47,XY,+14[10]/46,XY([7]

47,XY,+3

92,XXXX

45,X[8]/46,XX[4]

47,XX,+12[5]/46,XX[6]

Mostra no rebuda

Mostra no rebuda

Mostra no rebuda

MOSAIC CONFINAT

INCLASSIFICABLE

MOSAIC CONFINAT
INCLASSIFICABLE

ORIGEN INDETERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDETERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDEERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA




10

12

14

16

17636

15194

19164

3778

28664

No creixement cel-lular

Mostra no correcte

Mostra no rebuda

No creixement cel-lular

46,XX

46,XX,t(X,1)(q26;G25)[2] /46,XX[20]

47,XX,+20[5]/46,XX[5]

45,X[12]/46,XX[41]

46,XX[3]/46,XY[9]

No creixement cel-lular

Mostra no rebuda

Mostra no rebuda

No creixement cel-lular

Mostra no rebuda

45,X[10]/46,XX[2]

ORIGEN INDETERMINAT

obé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDETERMINAT
o bé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDETERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDETERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA

ORIGEN INDETERMINAT
obé

CONTAMINACIO MATERNA
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