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Abstract: The results of 182 genetic amniocenteses between 14 and 37 weeks gestation, from 1986 to 1992, and of
two cordocenteses in 1992, are reported. There were two main reasons for referral: maternal age 35 years and older
and abnormal ultrasound assessment. Fetal cells were closed cultured and mass harvested. In 3.7% of cases fetal chro-
mosomes were defective. Turn around time was about three weeks up to and including 1991 and two weeks in 1992,
culture failure rate was 7% that year. No cytogenetic misdiagnosis and no complication or sequelae related to the am-
niocenteses were detected. We conclude this is a safe and reliable procedure to obtain fetal karyotypes and to improve

obstetric management of high-risk pregnancies.
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El desarrollo de la citogenética humana ha si-
do vertiginoso en los ultimos afios, particular-
mente en lo que a técnicas diagndsticas se refie-
re (Summers y Clarke 1988). Por el contrario, el
avance en el tratamiento de la patologia cromo-
s6mica ha sido muy pobre, se limita a algunos
esfuerzos para prevenir complicaciones y mini-
mizar el dafio ocasionado por estos defectos. Ni
siquiera la naciente terapia génica ofrece pers-
pectivas de solucién, puesto que las cromosomo-
patfas involucran a gran cantidad de genes, la
mayoria de los cuales aiin no han sido siquiera
mapeados (Morgan y Anderson 1993). La pre-
vencién de los defectos cromosémicos es por lo
tanto una tarea de fundamental importancia (Fra-
ser 1987).Los primeros esfuerzos en este sentido
datan de 1955-70, y a partir de entonces, el diag-
néstico prenatal se ha perfeccionado y populari-
zado en la mayorfa de los paises desarrollados y
en vias de desarrollo (Castro y Mata 1985).

El diagnéstico cromosémico fetal mediante
amniocentesis y cultivo de las células fetales

descamadas en el liquido amniético, es el mé-
todo mds utilizado y forma parte de las normas
de atencién de la mujer embarazada de alto
riesgo en la mayoria del mundo desarrollado
(The American College of Obstetricians and
Gynecologists 1985). El diagnéstico prenatal es
un componente indispensable de los programas
preventivos de genética que impulsa la Organi-
zacién Mundial de la Salud (WHO working
group 1984, Kuliev 1985). En algunos paises
de América Latina, esta actividad se ha desa-
rrollado casi exclusivamente en el 4mbito pri-
vado y los estratos sociales medio y alto (Orga-
nizacién Panamericana de la Salud 1987). Cos-
ta Rica es una de las excepciones y la mayoria
de las embarazadas del presente estudio, tGnico
en nuestro pafs, provienen de la seguridad so-
cial y de las clases media y baja.

Este trabajo muestra la experiencia del diag-
néstico fetal citogenético en Costa Rica a pro-
pésito de los primeros 175 casos estudiados a
partir de 1986 y hasta 1992. Se muestra que la
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amniocentesis para detectar anomalias cromo-
sémicas es un procedimiento seguro y confia-
ble que puede contribuir a embarazos mejor
manejados desde el punto de vista obstétrico y
a disminuir la carga de las cromosomopatias
desde la perspectiva salubrista.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio prospectivo se identificaron
los embarazos con alto riesgo de cromosomo-
patia fetal en la consulta prenatal y en la Uni-
dad de Perinatologia del “ Hospital Rafael An-
gel Calderén Guardia” ( ciudad de San José,
Costa Rica), donde previa aceptacién informa-
da la paciente se sometié voluntariamente a una
amniocentesis. Asi obtuvimos 182 muestras de
liquido amniético, de mayo de 1986 a noviem-
bre de 1992. El 82% de las pacientes se atendia
en la Caja Costarricense de Seguro Social y el
18% provenian de la consulta médica privada.
Estas 182 muestras de liquido amniético perte-
necian a 175 pacientes, ya que a siete de ellas
se les repitid la puncidn, en cuatro ocasiones se
debié al fracaso del primer cultivo y en dos ca-
sos se necesité confirmar o descartar un diag-
ndstico presuntivo inicial. La amniocentesis se
efectud en todas las edades gestacionales com-
prendidas entre las semanas 14 a 37. En casi to-
dos los casos el liquido se trasladé al laborato-
rio de cultivo celular del Instituto de Investiga-
ciones en Salud en.un lapso no mayor de tres
horas. En dos oportunidades se realizé cordo-
centesis en dos productos polimalformados del
tercer trimestre. La sangre periférica asi obteni-
da se procesé para andlisis citogenético de la
manera usual (Barch ez al. 1991).

Amniocentesis: Se realizé en todas aquellas
pacientes identificadas como de alto riesgo ge-

“nético (edad materna igual o superior a 35 afios,
ella o el padre del feto es portador de una trans-
locaciéon o una inversion cromosdémica, antece-
dente de defecto cromosémico o feto polimal-
formado en un embarazo anterior, el examen por
ultrasonido revela embarazo anormal), una vez
informadas de los beneficios e inconveniencias
de los procedimientos diagndsticos y luego de
que firmaron la férmula de consentimiento. La
puncién fué transabdominal, guiada por ultraso-
nido, segun técnicas usuales (Queenan 1985). El
aparato de ultrasonido utilizado fue ADR mode-
lo 4000 SL con transductor lineal de 3.5 MH y

transductor sectorial de 3.5 MH. Al mismo tiem-
po se interrogé a la paciente sobre antecedentes
médicos, heredo-familiares, gineco-obstétricos,
y esta informacidn, junto con los detalles del
procedimiento de amniocentesis, se registraron
en un formulario precodificado. Las pacientes
fueron citadas siete dias después de la puncién
para verificar vitalidad fetal y determinar la pre-
sencia o no de complicaciones. Esta informacién
se recogié en este mismo formulario, lo mismo
que los datos de laboratorio de citogenética.

Seguimiento del embarazo y del parto: En
otro formulario precodificado se registré toda
la informacién pertinente a la evolucién del
embarazo y parto. Los datos fueron recogidos
al final de cada afio de estudio, ya sea por me-
dio de los expedientes clinicos o por entrevista
con la paciente.

Evaluacion del recién nacido: Esta infor-
macion se recogio y se registré de la misma
manera. Los recién nacidos fueron valorados
por neonat6logos del Hospital Calderén Guar-
dia y otros hospitales y clinicas.

Cultivo celular y analisis cromosémico:
La muestra consistié6 en aproximadamente 30
ml de liquido amniético recogidos en tres tubos
plasticos de centrifugar estériles, cada uno con
alrededor de 10 ml, numerados del uno al tres,
de acuerdo con el orden de extraccién. El liqui-
do se centrifugé (1000 RPM por diez minutos)
y bajo estricta asepsia, cada botén celular se re-
suspendié en 5 ml de cada uno de tres medios
de cultivo: Dulbecco A y B complementado
con suero fetal bovino al 20% (SIGMA N°
D5523 y F4884) y a partir de agosto de 1992,
en medio Chang C (Irvine Scientific N° T103-
000). La suspensién celular se incub6 en tres
botellas plésticas de cultivo de tejidos de 25 cc
y se gasificé con una mezcla de 5% CO; en ai-
re durante 15 segundos o hasta adecuar el pH.
Las botellas se incubaron a 37°C y pasados unos
cinco a siete dias se les cambi6 el medio de cul-
tivo y se valoré el crecimiento celular. Se reexa-
minaron y se les cambi6 el medio cada dos o tres
dias hasta que alcanzaron el nimero suficiente
para ser cosechadas. Tres y media horas antes de
cosechar se agregé a cada botella 0.05 ml de
Colcemid (GIBCO No.120-5212 AD). Se reali-
z6 cosecha en masa con una solucién de tripsina
5% y verseno (1:100). El choque hipoténico se
efectué con 10 ml de una solucién de NaCl al
0.3% a 37°C durante diez minutos. Se realiz6
una sola fijacién con 10 ml de una solucién 1:3
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de 4cido acético y metanol por una hora. Las
preparaciones cromosémicas se secaron al aire y
se incubaron a 60°C durante la noche. Al dia si-
guiente se bandearon (GTG) y analizaron utili-
zando la nomenclatura (ISCN 1978) y recomen-
daciones internacionales (Knutsen et al. 1989).

RESULTADOS

De las 182 amniocentesis, €l 20% se realiza-
ron en las semanas gestacionales 14 a 16, el
27% durante las semanas 17 y 18, el 16% en
las semanas 19 y 20 y el 18% en las semanas
21 a 27 de edad gestacional. Durante el segun-
do trimestre de gestacion se efectud el 81% de
las punciones, y el 19% durante el tercer tri-
mestre (semanas 28 a 37). Estos porcentajes
variaron en los diferentes afios (Fig.1).

El motivo de amniocentesis mds frecuente
fue edad materna igual o mayor que 35 afios
(64% de los casos), seguido de examen ultraso-
nografico anormal (13.7%), lo cual incluye oli-
go y polihidramnios, retardo del crecimiento
intrauterino y malformaciones de la estructura
fetal. Por el antecedente de un hijo vivo o
muerto portador de cromosomopatia se indic6
la puncién en 2.9% casos y por historia de mal-
formaciones miiltiples en un embarazo anterior
en el 4%. Otra indicacién poco frecuente fue la
presencia de una translocacién o una inversién
cromos6mica en el padre o la madre (2.3%).
Entre las indicaciones diversas se incluyen el
antecedente de defectos congénitos o trisomia
en la familia, historia de exposicién pasada a
clastégenos o mutdgenos, excesiva ansiedad
materna por la condicién fetal y otras (13.1%).
La edad materna avanzada en las pacientes con
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Fig. 1. Niimero de amniocentesis realizadas en la primera y segunda mitad del embarazo segin el afio de estudio.
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esta indicacion oscil6 entre los 35 y 46 afios, el
promedio fue 39 afios y la moda 41 afios.

El porcentaje de éxito en la obtencién del
cariotipo fetal a partir de 1a muestra de liquido
amniético ha sido muy variable en los diferen-
tes periodos y por diversas razones. Los moti-
vos de fracaso han sido principalmente conta-
minacion bacteriana del cultivo celular y cre-
cimiento deficiente del mismo. Estas dos com-
plicaciones se han presentado de manera dife-
rente en los distintos afios de estudio (Cuadro
1). Durante el afio 1987 se present6 un pico de
no crecimiento celular que probablemente
obedecié a que durante este afio, el 78% de las
muestras fueron de la segunda mitad del em-
barazo, y el promedio de edad gestacional de
los cultivos que fracasaron en crecer fue de 30
semanas. En 1988 en cambio, aunque poco
més de la mitad de las muestras provenian de
embarazos en su segunda mitad, el promedio
de edad gestacional de estos liquidos fue de
26 semanas y todos los cultivos crecieron
(Fig. 1 y Cuadro 1). Durante 1989, de los nue-
ve cultivos que no crecieron, seis se vieron
afectados por hipotermia producto de dos epi-
sodios prolongados de interrupcién en el flui-
do eléctrico que abastece el INISA, uno de 16

horas y otro de todo un fin de semana. Esta si-
tuacién no se ha repetido desde entonces. Los
problemas de crecimiento celular de 1990 se
explican por dificultades en el laboratorio para
mantener el pH 6ptimo de los cultivos durante
las primeras horas después de iniciado el mis-
mo. A partir de 1991, las deficiencias en el
crecimiento celular son cada vez més espora-
dicas. Los fracasos por contaminacion bacte-
riana de los cultivos fueron nuestra preocupa-
cion constante desde mayo de 1989 hasta ju-
nio de 1991 inclusive. Durante estos dos afios
nos vimos obligados a compartir el laboratorio
de cultivo celular con personal sin dominio de
la técnica estéril. El porcentaje de contamina-
cién cay6 de 46 a 4% y se ha mantenido infe-
rior a 5% desde entonces.

Los cariotipos fetales anormales detectados
mediante amniocentesis fueron tres y uno mds
mediante cordocentesis, para un 3.7% de cro-
mosomopatia en 109 cariotipos obtenidos. Es-
tos cuatro casos defectuosos correspondieron a
embarazadas de 26 y mds semanas de edad ges-
tacional con examen por ultrasonido anormal
(Cuadro 2). El cariotipo femenino con un cro-
mosoma de mads, un isocromosoma del brazo
largo del cromosoma X, se encontrd en un pri-

CUADRO |

Resultado de los cultivos de células fetales provenientes en el liquido amnidtico segiin los diferentes aiios de estudio

Aifio

Cultivo 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 Total

N=6 N=23 N=22 N=30 N=21 N=39 N=41 182
46,XX* 1 3 13 9 2 9 18 55
46,XY* 1 1 6 6 0 15 19 48
No creci6 4 16(70)** 0 9(30) 8(38) 4(10) 1(2) 42
Contaminado 0 3(13) 209) 6(20) 10(48) 10(26) 2(5) 33
C.anormal* 0 0 %% 0 1 1 1 4
Exitoso(%) 33 17 91 50 14 64 93
*: 46,XX: cariotipo fetal femenino normal, 46,XY: cariotipo masculino normal, C. anormal: cariotipo fetal anormal.
**: entre parentésis el porcentaje.

*kk, pseudomosaico cromosémico, el cariotipo fetal real fue femenino normal.



CASTRO et al.: Cariotipo fetal en Costa Rica 35

CUADRO2

Cariotipos fetales anormales identificados mediante el andlisis de células fetales
obtenidas a través de 107 amniocentesis y dos cordocentesis

Caso Tipo de anomalia
cromosémica

LAg8-24 Pseudomosaico
46,XX/47,XX,+i(Xq)
LA90-19 Mosaico
46,XY/46,XY,del(21)(q22)
LA9I-21 Sindrome de Down
47,XY ,+21
LA92-16 Mosaico
46,XX/92,XXXX
SF92-1 46,XY,der21,t(8;21)mat

Indicacién de Desenlace
estudio* obstétrico
EM.A. (35) Nifia normal
EM.A. (46)+ Obito fetal
RCIU

RCIU Obito fetal
EM.A. (40)+ Obito fetal
Feto polimalformado

Feto polimalformado Obito fetal

* E.M.A.: Edad materna avanzada, entre paréntesis la edad, RCIU: Retardo del crecimiento intrauterino simétrico.

mer cultivo, pero al repetir la amniocentesis
por la alta probabilidad de que correspondiera a
un pseudomosaico, el resultado fue cariotipo
normal. El cociente sexual fue 0.9 (Cuadro 1).

El tiempo que transcurri6 desde el dia que se
sembraron las células fetales hasta el dia que se
obtuvo el diagnéstico final, varié poco durante
los cinco primeros afios en que oscil6 entre 22
y 25 dias como promedio. A partir de 1991 la
demora empez6 a disminuir hasta alcanzar un
promedio de 16 dias en 1992.

De las 175 pacientes estudiadas, fue posible
seguir a 116 (66%). No se presentaron casos con
hidrorrea, sangrado, fiebre, aborto ni otra com-
plicaciéon excepto dolor célico en hipogastrio (el
8% de las veces) en los primeros siete dias pos-
teriores a la puncién. En la evolucién posterior
del embarazo y del parto no se encontraron ano-
malias relacionadas con la amniocentesis. En los
recién nacidos se encontré concordancia absolu-
ta entre el cariotipo y el fenotipo, lo mismo que
entre el diagndstico ultrasonogréfico fetal y la
condicién del neonato. No se detectd secuelas de
la puncién en ninguno de los nifios.

DISCUSION

El diagnéstico fetal precoz, mediante amnio-
centesis y cultivo de las células descamadas por
el feto, se realiza generalmente alrededor de la
semana 16 de gestacion, de manera que el ca-
riotipo esté disponible antes de que el embara-
zo llegue a su mitad. En nuestro medio esto es
dificil (47% de los casos), particularmente en-
tre las mujeres asistidas por la seguridad social
(82% de la poblacién estudiada). Las razones
mds importantes probablemente son el inicio
tardio del control prenatal, comtn entre las ma-
dres afiosas y multiparas, y los largos intervalos
de tiempo que transcurren hasta Ia obtencién de
las citas.

En cuanto a las indicaciones de amniocente-
sis, edad materna superior a 35 afios, es la més
frecuente en todos los centros de diagndstico
prenatal del mundo y aunque generalmente so-
brepasa el 80%, cifras similares a las nuestras
no son infrecuentes (Castro y Mata 1985). Por
el antecedente de producto anterior con multi-
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ples malformaciones congénitas, en Nueva
York se realiza amniocentesis con una frecuen-
cia de 0.6% (Benn et al. 1985), ya que en los
paises desarrollados los productos polimalfor-
mados se estudian exhaustivamente y sélo
aquellos casos susceptibles de diagndstico pre-
natal en un embarazo posterior se refieren para
amniocentesis por este antecedente. En Costa
Rica esto no es asi, de modo que es imposible
estimar el riesgo de recurrencia en embarazos
posteriores y seleccionar los casos con verda-
dera indicacién de amniocentesis, por lo que en
nuestra casuistica alcanza la cifra de 4%. Cuan-
do uno de los padres es portador de una translo-
cacién o una inversion, el riesgo de que traigan
al mundo un bebé con exceso o con déficit de
material genético es mayor que el riesgo que
posee el grupo de edad materna avanzada (Cas-
tro y Mata 1985). En la experiencia mundial es-
ta indicacién representa por lo general menos
del 5% de los casos (Hsu 1992), lo que con-
cuerda con nuestros datos. Otra indicacién de
amniocentesis muy importante es el anteceden-
te de anomalia cromosémica en un nifio previo
( 2.3% de nuestros casos y 2.9% de los casos
de Nueva York, Benn et al. 1985) . Las emba-
razadas menores de 30 afios con este antece-
dente, tienen un riesgo de recurrencia de defec-
to cromosémico en el bebé, aproximadamente
20 veces mayor que el de las madres de la mis-
ma edad sin esta historia (Hsu 1992). La am-
niocentesis se utiliza, lo mismo que la cordo-
centesis y biopsia de placenta, para obtener el
cariotipo fetal ante la presencia de examen ul-
trasonogréfico anormal, ya que el diagndstico
es util atin durante el tercer trimestre, para pla-
near el manejo obstétrico y pedidtrico 6ptimo
del caso y para que el consejo genético apro-
piado y oportuno permita a los padres preparar-
se de la mejor manera para recibir a un nifio
afectado y asi minimizar el dafio ocasionado
por el defecto cromosémico (Wladimiroff et al.
1988, Eydoux et al. 1989, Philip 1992).

Un estudio reciente (Eydoux et al. 1989) in-
forma un 13% de cromosomopatia fetal en 936
casos estudiados en el segundo y tercer trimes-
tre, después de que la ecografia detectd retardo
del crecimiento fetal, poli u oligohidramnios y
malformaciones fetales, y cariotipos anormales
en 32% de 6515 amniocentesis realizadas por
edad materna igual o superior a 38 afios. Esta
puede ser la explicacion de nuestro hallazgo de
cromosomopatia s6lo en los casos de ultrasoni-

do anormal. En el pseudomosaicismo, caso
LA88-24 (Cuadro 2), las células con cariotipo
anormal se originan in vitro o se derivan de teji-
do placentario y no representan, por lo tanto, la
condicién cromosémica fetal. En cuatro grandes
encuestas,estadounidense, canadiense y euro-
pea, con casi 140.000 amniocentesis, la frecuen-
cia promedio de mosaicismo cromosémico ver-
dadero fue 0.2%, y la de pseudomosaicismo en
el que mas de una célula muestra la misma ano-
malfa (como el caso nuestro que presentd un
isocromosoma del brazo largo del cromosoma
X de mas) fue 0.9% (Hsu 1992). Se han estable-
cido pautas bien definidas que permiten diferen-
ciar el pseudomosaico del verdadero cariotipo
del producto (Knutsen et al. 1989, Priest 1991,
Hsu 1992), las cuales seguimos.

En cuanto a la demora para obtener el cario-
tipo fetal, el laboratorio de diagndstico prenatal
de la ciudad de New York informa un tiempo
promedio para completar el andlisis de 21 dias
(Benn et al. 1985). Este dato es similar a nues-
tros tiempos promedio hasta 1991. Actualmen-
te, y gracias al uso generalizado de un medio
de cultivo especificamente disefiado para el
cultivo de “amniocitos” (medio de Chang), la
meta en la mayoria de los laboratorios es obte-
ner el diagnéstico final el 90% de las veces, en
catorce dias o menos (Hsu 1992). Aunque no
fue sino hasta en el mes de agosto del afio 1992
en que iniciamos el cultivo en medio Chang,
esta nueva mejora se refleja en los resultados
de ese afio.

Los datos obtenidos hasta el momento nos
indican que el diagnéstico prenatal mediante
amniocentesis es un procedimiento confiable,
ya que no tuvimos errores diagnésticos, y segu-
ro, pues no hay evidencia de riesgos ni secuelas
relacionados con la puncién.

En Costa Rica, los impedimentos legales res-
tringen la amplia utilizacién de la informacién
que proporciona el diagndstico prenatal con fi-
nes preventivos. No obstante, la historia del de-
sarrollo de este servicio en la mayoria de los
paises donde ahora se practica de rutina (Orga-
nizacién Panamericana de la Salud 1987), per-
mite preveer que también en este pais la acepta-
cidn social de los beneficios del diagnéstico fe-
tal, serd la solucidn al problema de esta legisla-
cion obsoleta. El problema ético que a nuestro
juicio es mds grave y de mucha mayor magni-
tud que la infima contribucién del aborto por
defecto fetal a las cifras de aborto inducido por
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problemas socioeconémicos (oficiales y extrao-
ficiales), es el problema de acceso al servicio
por parte de las pacientes con embarazo de alto
riesgo. En latinoamérica se benefician sélo las
que pueden pagarlo, con algunas excepciones
(Organizacion Panamericana de la Salud 1987).
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RESUMEN

De 1986 a 1992 se realizaron 182 amniocen-
tesis entre las semanas 14 a 37 de gestacion, y
dos cordocentesis del tercer trimestre en 1992,
para obtener el cariotipo fetal. Todos los emba-
razos eran de alto riesgo genético, generalmen-
te por edad materna avanzada o por examen ul-
trasonografico anormal. Se cultivaron las célu-
las fetales utilizando el sistema cerrado y la co-
secha en masa. Se detecté 3.7% de cromoso-
mopatia fetal. El tiempo promedio que se de-
mor6 el diagndstico fue de tres semanas hasta
1991 inclusive y de dos en 1992. El éxito de los
cultivos varié durante los diferentes afios, en
1992 se obtuvo resultados el 93% de las veces.
No se detectron errores en el diagndstico cito-
genético ni secuelas o complicaciones asocia-
das a la puncién. Se encontré que la amniocen-
tesis es un procedimiento seguro y confiable
que permite el diagndstico citogenético fetal y
posibilita un mejor manejo obstétrico del em-
barazo de alto riesgo.
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