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1. Presentacio

Per comencar, m’agradaria explicar el procés pel qual he passat per triar el tema del

meu treball de recerca.

Inicialment, vaig comencgar a pensar temes possibles i a buscar-ne per internet. El
que tenia clar des d’un principi era que volia que el meu treball de recerca tingués
alguna relaci6 amb el mén de la salut, ja que, en un futur voldria dedicar-me en
alguna professio d’aquest ambit professional. Pero, com que el moén de la salut és

tant i tan ampli no sabia exactament on i que buscar.

Navegant per la xarxa vaig trobar una web amb diversos temes que em van cridar
I'atencio. Molts d’aquests temes estaven relacionats amb el mén de les malalties i
també amb el mon de la nutricid, I'alimentacio i la vida saludable. Per a mi, la
nutricid, I'alimentacié i els estils de vida saludables s6n temes que en créixer cada
vegada m’han interessat meés, ja que, considero que una bona alimentacié és una
cosa essencial i necessaria, ja que el nostre organisme no podria funcionar d’'un

mode correcte sense ella.

Perd en trobar tants temes de diverses malalties vaig observar la importancia de la
genetica en les persones. A més a meés, poc temps després de visitar la xarxa, a
l'institut vam tenir la sort que el nostre professor de biologia de primer de batxillerat,
en una de les seves classes ens va organitzar una petita presentacié sobre el
diagnostic prenatal de les malalties cromosomiques feta per una professora de

biologia del centre, la qual em va cridar molt I'atenci6 i em va agradar.

A consequencia d’aquesta presentacio i de les meves recerques per la xarxa vaig
decidir dedicar el meu treball de recerca a la detecci6 prenatal d’aquestes malalties,
ja que trobo molt impressionant el fet de poder saber si el nadd, abans de néixer,

quan tot just s’esta formant, tindra alguna anomalia o per contra, naixera sa.

Vaig decidir posar-me en contacte amb el meu professor de biologia de primer de
batxillerat per comentar-li la meva decisi6 i em va parlar molt bé d’aquesta

professora.
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A més a més, em va explicar que ella, abans de ser professora, havia estat treballant
durant molt de temps en un centre dedicat al diagnostic prenatal de malalties

cromosomiques.

De seguida vaig considerar que era una molt bona idea endinsar-me en aquest mon
de la detecci6 prenatal tot i que no en sabia gairebé res. | si a més, podia tenir la sort
de poder comptar amb I'ajuda d’una tutora com la que he tingut per realitzar el meu
treball de recerca, vaig pensar que podria viure una gran experiéncia molt
enriquidora i profitosa amb la qual, podria aprendre moltes coses sobre aquest ambit

tan interessant i practicament desconegut per a mi.

| aquesta és la manera que va comencar a construir-se aquest treball.
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2. Introduccié

El treball que presento s’estructura en dues parts: una part tedrica i una part

practica.

Dins la part teorica, que consta de vuit punts, per comencar, hi trobem totes aquelles
coses necessaries per poder introduir-se dins del moén del diagnostic prenatal.
Seguidament, exposo totes les anomalies que intenta detectar aquest diagnostic
amb les seves caracteristiques corresponents. A continuacio, descric totes aquelles
indicacions que fan que un expert recomani a una dona embarassada l'aplicacié d’'un
dels estudis de diagnostic prenatal que presento en els dos punts seguents; el
diagnostic prenatal en corion i el diagnostic prenatal en liquid amniodtic. Després,
plantejo una de les noves tecniques aplicades al diagnostic prenatal: la hibridacio in
situ (FISH). Més endavant, explico els defectes de la deteccid prenatal comentant els
errors i limits que pot tenir un diagnostic d’aquest tipus. | per ultim, presento el
conjunt d’informacié que reben els pacients un cop se’ls hi ha fet un test prenatal,

'anomenat consell genetic en cromosomopaties.

D’altra banda, dins la part practica, inicialment, hi trobem la meva propia experiencia
viscuda en un laboratori de diagnostic prenatal, concretament en el laboratori
d’analisis Echevarne, on vaig tenir la sort de poder descobrir la feina que realitzen
els professionals que treballen alla, centrant-me amb un cas molt especial que em
van proporcionar. A més a més, dins d’aquesta part, hi trobem la meva hipotesi
inicial plantejada un cop se’'m va oferir el cas que havia d’estudiar i els resultats
obtinguts. | també hi consta I'explicacié de cada un dels processos diagnostics que
es realitzen en aquest laboratori, ja que els vaig poder observar i algun fins i tot

executar.

Per acabar, desenvolupo les meves propies conclusions que he pogut extreure arran
de tot aquest aprenentatge i de totes les experiencies viscudes. | finalment, exposo

la bibliografia utilitzada i els diversos annexos.
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3. Metodologia

Com he dit abans, el meu treball consta de dues parts: una part teorica i una part

practica.

En el meu cas la part teorica es basa en la documentaci6 i la recerca comencant
pels diferents conceptes fonamentals per poder comprendre la deteccio prenatal, de
les anomalies que un fetus pot presentar, en quée consisteixen cadascun dels
processos diagnostics existents, les técniques innovadores, fins als possibles errors i
la informacié final que rep el pacient. La documentacio que he elaborat s’ha construit
a partir de la consulta a diverses pagines webs d’internet que estan esmentades a
'apartat de bibliografia. A més a més, he pogut comptar amb la informacié d’un

dossier i un power point proporcionats per la tutora del meu treball.

En relaci6 amb la part practica, conjuntament amb la meva tutora, vam visitar el
laboratori d’analisis Echevarne. El laboratori en el qual la meva tutora va estar
treballant durant setze anys. En aquest laboratori es dediquen al diagnostic prenatal i
en la unitat de citogenética’. Concretament les mostres de prenatal que s’estudien
alla son: el liquid amniotic, les vellositats corials, restes d’avortaments i sang fetal.
Dins del laboratori vaig observar cada un dels procediments i les diverses tecniques

que s’empren en els processos diagnostics de cadascun dels teixits que s’estudien.

A més, en aquest laboratori vaig tenir la sort de poder estudiar i seguir un cas molt
especial que el personal d’alla havia estudiat anteriorment. EI meu objectiu, a partir
del cas que se’'m va plantejar, era realitzar I'estudi corresponent, per tal de poder
aconseguir uns resultats i finalment verificar o modificar la meva hipotesi plantejada
inicialment. Es a dir, poder viure I'experiéncia de realitzar un diagnostic prenatal, fer

la tasca d’un professional d’aquest ambit.

Per poder-ho fer, préviament, em van ensenyar tots els procediments i tecniques
necessaries. A més, vaig tenir la sort de poder comptar amb tot el material necessari

per poder elaborar el meu propi estudi des de I'inici fins al final.

1 . . . .
L'estudi dels cromosomes, la seva estructura i la seva heréencia.
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4. Part teorica

En aquest punt hi trobarem tota la informacid necessaria i tot el que comporta el
diagnostic prenatal d’anomalies cromosomiques: els conceptes més basics, els tipus
d’anomalies que intenta detectar, els indicis a partir dels quals es recomana fer un
diagnostic, els diferents processos de realitzacio, millores, errors i limits i per acabar,

el resultat final.
4.1 Introducci6 general i conceptes fonamentals

Introducci6 general

Actualment, cada vegada hi ha més canvis sociodemografics, economics i educatius
de la poblacié i un augment del nivell d’exigéncia de la ciutadania cap al sistema
sanitari. Aquestes transformacions han afectat la reproduccié de la poblacié arreu
del mon. Concretament, a Catalunya, en els dltims anys, ha augmentat la taxa de
natalitat, fecunditat, i el percentatge de mares que queden embarassades després
dels 35 anys.

El diagnostic prenatal consisteix en una série de proves que es fan a una gestant,
per tal de calcular el risc que té de tenir un fetus amb alteracions, les quals afecten
els diferents organs i poden alterar el seu desenvolupament fisic i/o mental. Es una

area multidisciplinaria, on participen professionals de diferents especialitats.

El diagnostic prenatal actual ofereix una gran rapidesa de diagnostic i presenta la
possibilitat de prendre decisions per al futur de forma més avancada, a més d’evitar
preocupacions a la dona o a la parella. En cas de detectar alguna alteracio fetal, els i
les professionals informen la dona o a la parella del seu prondstic i de totes les
possibilitats que li ofereix el sistema sanitari, per tal de poder prendre la decisié que

consideri o considerin més adient i oportuna.

Aquest, inclou el cribratge prenatal d’aneuploidies, el diagnostic citogenétic,

I'ecografic, el bioquimic i el molecular.
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Les primeres setmanes d’embaras son vitals. Segons el moment en qué la gestant
faci el seu primer control de 'embaras es realitzen unes proves o unes altres, per tal
de descartar qualsevol defecte congénit?. Alguns defectes congeénits sén previsibles
pels factors de risc que presenta la gestant, perdo en ser multifactorials fa que, en
molts casos siguin imprevisibles i apareixin i repercuteixin també, en aquelles

gestants sense factors de risc coneguts.

Si el primer control de 'embaras és abans de les 14 setmanes de gestacid, s’ofereix
el cribratge o diagnostic prenatal del primer trimestre. La primera prova d’aquest
diagnostic és una analisi de sang i la segona és una ecografia, la qual mesura el
plec de la nuca del fetus. | un cop vist el resultat d’ambdues proves es valoren les
possibilitats de risc, si aguest és baix, se segueixen els controls periodics habituals
de I'embaras. Perd si el resultat mostra algun problema, s’ofereix a la gestant la

possibilitat de realitzar una bidpsia corial o una amniocentesi.

D’altra banda, si el primer control de I'embaras es realitza després de les 14
setmanes de gestacid, s’ofereix el cribratge o diagnostic prenatal del segon
trimestre. Aquest, només consisteix en la prova de I'analisi de sang. Si el resultat
mostra un risc baix, també es realitzaran els controls habituals peridodics de
'embaras. Perd0 si per contra, el risc és elevat, s’ofereix a I'embarassada

'amniocentesi, una de les proves diagnostiques invasives.

Independentment del moment en que la gestant faci el seu primer control de
'embaras, generalment, entre la divuitena i vintena setmana, es realitza una
ecografia per estudiar I'anatomia del fetus per detectar possibles defectes del tub

neural.

Respecte a l'estudi del diagnostic prenatal, el qual pot realitzar-se en diferents
mostres d’origen fetal: liquid amniotic, vellositat corial, restes d’avortaments i

sang fetal o periférica, rep un nom diferent segons el tipus de mostra:

- L’'amniocentesi consisteix a obtenir liquid amniotic, el liquid que envolta el fetus,
mitjancant una agulla molt fina a través de 'abdomen de la dona amb l'ajuda d’un
ecograf. Després es realitza una analisi i un estudi citogenétic a partir de les cél-lules

fetals presents en aquest liquid.

2 . . .
Totes aquelles anomalies del desenvolupament morfologic, estructural, funcional o molecular, present en el
naixement, externa o interna, familiar o esporadica, hereditaria o no i Unica o multiple.

10
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- A través de la biopsia corial s’'obté una mostra de la placenta. Aquesta mostra es
pot obtenir via transcervical, és a dir, a través de la vagina, o via transabdominal,
punxant directament 'abdomen de la gestant. S’obté una mostra de vellositat corial

amb I'objectiu de la realitzacié d’'una analisi citogenética o molecular.

- En la funicordocentesi s’obté sang fetal a partir d’'una puncié dirigida al cordo
umbilical per obtenir cel-lules pel cariotip. Excepcionalment es pot practicar en dones
d’edat avangada que ja no sén a temps de fer-se qualsevol tipus de cribratge de
primer o segon trimestre, ja que aquesta prova és forca arriscada. Aquesta, també
s’utilitza per confirmar resultats d’amniocentesis, ja que en realitzar-la, 'obtencio dels

resultats és més rapida que no pas repetir una altra amniocentesi.

- En el cas dels avortaments espontanis, els quals s’han de fer al més aviat
possible a partir de la mort o expulsio fetal. La mostra ha d’arribar al laboratori abans
gue passin 24 hores de la seva mort per al processament. Si la mort o I'expulsié fetal
es dona en el primer trimestre de gestacio, el més practic, és separar les vellositats
corials del material expulsat. En canvi, si la mort o expulsio fetal es dona en el segon
trimestre de gestacio, sovint es recull la totalitat de fetus i placenta. Aquest estudi es

realitza per a diagnosticar la cromosomopatia com a possible causa d’aquests.

D’altra banda, cal destacar que un de cada 160 nounats té una anomalia
cromosomica. Segons la causa de cadascun es distingeixen tres tipus fonamentals

de defectes congenits:

- Les anomalies cromosomiques, gue aquestes son responsables del 12% de tots

els defectes congenits.

- Les malalties hereditaries, les quals expliquen el 28% dels defectes congenits. El
seu diagnostic és possible utilitzant técniques més sofisticades, com l'estudi de
I'ADN.

- Les malformacions, les quals justifiquen el 60% de tots els defectes congenits. El
seu diagnostic es realitza practicament en tots els casos mitjancant I'exploracié

ecografica d'alta resolucié.

11
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Conceptes fonamentals

Per poder entendre i introduir-se en aquest treball sense ser un expert sobre la

matéria és convenient saber i entendre diversos coneixements fonamentals.

La molécula d’acid desoxiribonucleic (ADN) és la matéria primera de I'heréncia
que determina tots els aspectes estructurals i funcionals del cos huma. Les
molecules de ADN associades a proteines constitueixen la cromatina, a partir de la
condensacio sobre si mateixa d’una fibra de 300A (ADN i histones), que es forma en
iniciar-se la divisio del nucli després de trencar-se I'embolcall nuclear, es formen els
cromosomes. Agquests es troben en els nuclis de totes les cél-lules humanes.
Presenten una constriccidé primaria o centromer, del qual parteixen dos bracos. El
brac¢ curt s’anomena p i el brag llarg gq. La paraula cromosoma també es pot utilitzar
per referir-se a cada una de les molécules d’ADN que trobariem barrejades dins el
nucli en forma de cromatina.
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Figura 1. Procés de formacié dels cromosomes. Font:
http://www.xtec.cat/~mmanzano/cromosoma.htm

La seva funcio basica és facilitar el repartiment de la informacié genética que conté
’ADN de la cél-lula mare entre les seves dues cel-lules filles. Per fer-ho, préviament,
la informacié es duplica. L’ADN dels cromosomes esta inactiu, ja que esta molt

empaquetat, tant que no es pot transcriure, tot i que hi ha alguna excepcié.
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El nombre de cromosomes és constant en totes les cél-lules somatiques® de tots

els individus d’'una mateixa espécie, pero varia segons I'especie.

En el cas dels éssers humans podem distingir dos tipus de cél-lules: les cel-lules
diploides, que sbn les que tenen dos exemplars de cada tipus de cromosoma, i que
se simbolitzen com a cel-lules 2n, en qué n és el nombre de tipus de cromosomes
diferents, i s’anomenen cél-lules diploides. | les cél-lules haploides, que sén les que
tenen un sol exemplar de cada tipus de cromosoma, i es representen com a cel-lules

n.

Basant-se en aquesta dualitat, es distingeixen dos tipus de divisio cel-lular de les
cel-lules eucariotes: la divisi6 generadora de cél-lules amb el mateix nombre de
cromosomes que la cel-lula mare, en les quals hi ha un procés de divisié nuclear
anomenat mitosi, i la divisi6 generadora de cél-lules amb la meitat de cromosomes
que la cél-lula mare, procés que rep el nom de meiosi. Durant la divisié cel-lular és
quan la cromatina es condensa i es formen els cromosomes, els quals es
reparteixen a les cel-lules filles. Moment en que es produeixen els possibles errors
gue causen les anomalies cromosomiques; ruptures de fragments dels cromosomes,
reparticions desiguals d’aquests entre les diverses cél-lules filles, adicions, entre

d’altres que comentaré més endavant.

S’anomenen cromosomes homolegs els que tenen informacid, sigui igual o

diferent, sobre els mateixos caracters.

Els cromosomes que determinen el sexe s’anomenen heterocromosomes 0
cromosomes sexuals, i se simbolitzen amb les lletres X i Y, els quals contenen
basicament la informacié genética per als caracters sexuals i la fertilitat. La resta de

cromosomes reben el nom d’autosomes.

En les cél-lules humanes, les quals tenen 46 cromosomes, s’hi troben dos
heterocromosomes, en les dones dos cromosomes X i en els homes un cromosa Y i
un altre X. Tant un sexe com l'altre t& dos exemplars de cadascun dels 22 tipus
d’autosomes. Cada joc d’aquests cromosomes l'un és heretat del pare i l'altre de la

mare.

Respecte a la representacié grafica de la dotacid6 cromosomica cel-lular per

descartar l'existéncia d’anomalies cromosomiques i realitzar I'estudi citogenétic

3 A T .y
Cel-lules no especialitzades en la reproduccio sexual.
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trobem I'anomenat cariotip. El cariotip huma s’escriu segons la normativa ISCN*. Es
dona en primer lloc el nombre de cromosomes seguit del complement cromosomic
sexual i separats ambdés per una coma. Les anomalies cromosomiques, quan hi
son presents, es descriuen a continuacio del parell cromosomic sexual a traves

d’abreviacions dels cromosomes i de les seves regions possibles gracies als

avencgos tecnics.

& 1,_'1‘- ".-’__ E-'-‘I' -.:§ L ¥ -_'..{‘
| I 'E '.'F': =:‘? ‘E: ..‘JI"'
. f Fe OFE FY Fl & %
¢ a._ e l‘ i" 11. ol v L *.‘ '
’%’:’. * R AV TETIY .
* 1 & ] = ﬁ'[_ f: "1 ;-;" :F P :'I:
f J% %8 2% #% 5% A%
w Ir . f, f" . , .
g - Ed & i .
- SR L0 | B T T T
n i
T2 )N 3
- e % ...E i i ] ]
'I:' 1 e h A i]

Figura 2. Cariotip huma masculi. Font:
http://www.geneticslabperu.com/2012/08/cariotipo-en-sangre-periferica_22.html|

Gracies a la tincié®> dels cromosomes, apareixen regions alternes fosques i clares
anomenades bandes al llarg de cada cromosoma. El patr6 de bandes obtingut és
especific de cada parell de cromosomes, i aixi permet la identificacié no només dels
cromosomes individuals, sin6 també de les regions de cada cromosoma. El patrd

produit per la tincié de Giemsa s’anomena bandeig de tipus G i és el més utilitzat

internacionalment.

En relaci6 amb els 23 parells de cromosomes, hi trobem repartides a unes unitats
funcionals d’informacié genética que s’anomenen gens. Aquestes unitats sén
sequéencies lineals de bases nitrogenades que codifiguen a les proteines
necessaries per al bon funcionament del cos. Les cel-lules diploides tenen dues

copies de cada gen, una copia en cada cromosoma de la parella de cromosomes

homolegs.

El contingut genétic d’'una cel-lula forma I'anomenat genoma huma, el qual conté
entre 6.000 i 7.000 milions de parells de bases de ADN, organitzat en els 23 parells
de cromosomes i conté aproximadament entre 30.000 i 40.000 gens. Podem parlar
de parells de bases de ADN, ja que aquest és una doble cadena de nucleotids,

concretament, un polinucleotid. Cada nucleotid té una de les 4 bases nitrogenades,

* International Standard Cytogenetic Nomenclature. Normativa que es publica periodicament des del 1977.
> Més informacié a I'annex A.
14
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les bases complementaries s’uneixen per ponts d’hidrogen, unint aixi les dues

cadenes i formant una doble hélix.
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4.2 Anomalies cromosomiques®

Les anomalies cromosomiques soOn les mutacions que provoquen canvis en

I’'estructura interna dels cromosomes.

La probabilitat de tenir un fill amb una anomalia cromosomica és aproximadament
d’'un 0,6%. La seva frequencia en el periode embrionari i fetal €s molt més elevada,
perd la majoria d’embrions i fetus afectats d’aquestes anomalies no arriben a néixer.
Aproximadament, el 2% dels embarassos en dones de més de 35 anys té una

anomalia cromosomica.

Totes les anomalies cromosomiques tenen un efecte negatiu sobre el fenotip. La
majoria d’aquestes anomalies tenen un risc baix de periodicitat familiar. A més a
més, moltes caracteristiques clinigues d’aquestes anomalies no son especifiques
d’'una sola, sind que sén comunes en totes elles, les quals es consideren signes
propis d’un desequilibri cromosomic. Aquestes caracteristiques comunes soén: retard

mental, formacions congeénites i retard de pes i talla en I'afectat.

L’origen majoritari de les anomalies cromosomiques recau en les dues divisions
meiotiques dels gametocits primaris originariament diploides que donen lloc a quatre
cél-lules filles haploides. Es un procés que ha de ser molt exacte perd que és
propens a ser erroni. Si ho és, s’origina un gameta cromosomicament anomal que

causa un fetus amb una anomalia cromosomica.
4.2.1 Anomalies numeriques

Les anomalies numériques son les mutacions en el nombre de cromosomes propi
d'una espécie, repercuteixen el nombre de cromosomes o al nombre de jocs de

cromosomes. Se’n distingeixen dos tipus: les euploidies i les aneuploidies.

En general el risc d’incidéncia d’aquestes anomalies és baix per a la parella amb un

fill amb una d’elles i negligible pels altres membres de la familia.

Tal com hem dit, per una banda, tenim I'euploidia, l'alteracié en el nombre normal
de jocs de cromosomes d’un individu (2n). N’existeixen dos tipus: la monoploidia i la

poliploidia.

6 . . . ’
Podem trobar exemples de cariotips d’aquestes anomalies en I'annex nimero 2.
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- La monoploidia o haploidia (n), és I'existéncia d’'un sol exemplar de cada tipus de

cromosoma, és a dir, només hi ha un sol joc de cromosomes.

- La poliploidia és I'existéncia de més de dos jocs complets de cromosomes, és a
dir, més de dos exemplars de cada tipus de cromosoma. En el cas dels humans
poden ser triploidies (3n) o tetraploidies (4n).

D’altra banda, trobem l'aneuploidia, l'alteracid6 en el nombre normal, generalment
dos, d’exemplars d’'un o més tipus de cromosomes, sense arribar a afectar el joc
complet. Poden ser nul:-lisomies, monosomies, trisomies, tetrasomies, etc., quan en

lloc de dos cromosomes de cada parell no n’hi ha cap, o n’hi ha un, tres, quatre, etc.

La major part de les aneuploides tenen lloc a partir d’'un error en la divisié cel-lular
durant 'oogénesi i 'espermatogénesi o en les primeres divisions post-zigotiques de
'embrid. Un 23% dels odcits i entre el 10 i el 14% dels espermatozous humans soén

portadors d’anomalies cromosdomiques.

La majoria de les aneuploidies autosomiques, tot i ser freqients, no son viables i
donen lloc a avortaments espontanis. Les que amb més freqiiéncia arriben al final de
la gestacié son la trisomia 13 (1/5000 nadons), la trisomia 18 (1/3000 nadons) i la
trisomia 21 (1/700 nadons).

Les causes d’aquestes anomalies poder ser diverses. Pot produir-se una fusio
centrica, és a dir, la uni6 de dos cromosomes no homolegs, amb perdua del
centromer d’un dels dos. També pot produir-se una fissié céntrica, que és I'escissio
d’'un cromosoma en dos, la qual dona lloc a un nou centromer. | per ultim, pot
produir-se una segregacié erronia durant la meiosi, és a dir, una distribucié erronia
de les cromatides homologues entre les cél-lules filles durant la meiosi. En una

cel-lula van les dues cromatides i I'altre es queda sense cap.

Si les alteracions es troben en els autosomes, és a dir, en tots els cromosomes

menys els determinants del sexe, les anomalies més comunes son:
- La sindrome de Down

Es una trisomia del cromosoma 21 (47,XY, +21 o0 47,XX, +21). L’individu que pateix
aguesta malaltia té 47 cromosomes. Aquesta trisomia tot i presentar caracteristiques

cliniques propies, en la gran majoria dels casos i tenint en compte les malformacions
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gue presenten, poden arribar a I'edat adulta. Causa deficiencia mental, trets facials

orientals i una cara ampla i plana.

El risc de tenir un nadé amb la sindrome de Down, augmenta amb I'edat de la mare
pero, tot i aixi, es recomana fer les proves del diagnostic prenatal a totes les dones a

partir de la vuitena setmana d’embaras.

A Catalunya, la incidéncia de la sindrome de Down és de 16,5/10.000 naixements.

Aix0 suposa uns 90 casos a I'any.
- La sindrome d’Edwards

Es una trisomia del cromosoma 18 (47,XY, +18 0 47,XX, +18). L’individu que pateix
aguesta malaltia té 47 cromosomes. Causa retard mental i de desenvolupament. Els
individus que la pateixen tenen la boca i la mandibula petites i el coll curt. A més, la
part posterior del crani real¢at, malformacions en les orelles, les mans estretes amb

els dits sobreposats, els dits grossos del peu flexionats i els talons destacats.

Més del 50% dels casos donen avortaments espontanis i si arriben a néixer, la

majoria dels nascuts moren en els seus primers mesos de vida.
- La sindrome de Patau

Es una trisomia del cromosoma 13 (47, XY, +13 0 47,XX, +13). Els individus que la
pateixen multiples alteracions greus anatomiques i funcionals. Tenen les parpelles
caigudes, el qual s’anomena “ull cansat’, malformacions del sistema nervios, les
orelles a una altura més baixa del que seria considerat normal, la mandibula petita,
el coll ample i curt, un torax ample, pateixen escoliosis, bracos en els quals el colze
s’estén més del comu, abséncia de la quarta o cinquena articulacio dels dits, inflor
de les mans i dels peus i ungles estretes. No existeix un tractament per curar
aguesta sindrome, perd0 es poden tractar, de forma pal liativa, totes les

complicacions que puguin presentar-se de forma precog.
4.2.2 Anomalies estructurals

Les anomalies estructurals sén les mutacions que provoquen canvis en I'estructura
interna dels cromosomes. En aquest tipus d’anomalies es produeixen diverses

variacions en la distribucié dels gens dels cromosomes:
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- Inversions

Son el canvi de sentit d’'un fragment en el cromosoma. Si la inversié homés afecta a
un sol bra¢c del cromosoma no hi ha el risc que el nad6 tingui un desequilibri
cromosomic, ja que els gametes desequilibrats no son viables. El risc de les
inversions depenen de si afecta el centromer o no i especialment si el fragment és
molt gran, ja que aquest fet pot causar moltes possibilitats d’intercanvi durant la

meiosi.

Les inversions no solen comportar perjudicis a l'individu que I'ha sofert pero si als
descendents en els casos que durant la meiosi es produeixi un encreuament dins la
inversio. Les inversions son visibles al microscopi optic durant la meiosi, ja que

s’originen bucles durant 'aparellament dels cromosomes homolegs.
- Translocacions

Soén canvis de localitzacié d’'un fragment de cromosoma. Quan es produeix per
intercanvi de segments entre dos cromosomes no homolegs, que és el més frequent,
s’anomena translocacio reciproca. Quan tan sols hi ha translacié d’'un segment a un
altre lloc del mateix cromosoma o d’altres cromosomes, sense reciprocitat,
s’anomena transposicio. Les translocacions no solen ser perjudicials en l'individu
gue les pateix pero si que poden afectar la descendéncia, ja que aquesta pot heretar
un cromosoma incomplet o amb duplicacions. Aquests descendents hereten de cada
progenitor un sol cromosoma de cada tipus i aquest, encara amb més possibilitats si
hi ha hagut recombinaci6é, pot ser anomal. Les translocacions son visibles al

microscopi optic durant la meiosi. Solen anar relacionades a la semiesterilitat.

També hi ha les translocacions Robertsonianes, és a dir, fusions céntriques de dos
cromosomes acrocentrics, les quals es poden trobar equilibrades i sense
repercussions en el fenotip. Comporten problemes en l'aparellament cromosomic
durant la divisio meiotica i mala segregacio, i aixo pot provocar la formacié d’alguns

gametes anomals amb nul-lisomia o disomia dels cromosomes implicats.
- Delecions

Son perdues d’'un fragment de cromosoma que conté un o més gens. Si el fragment
conté una gran quantitat de gens, la delecié pot tenir consequiéncies patologiques, o
fins i tot consequéncies mortals en el cas que la delecié afecti els dos cromosomes
homolegs.
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Per exemple, en els éssers humans, una delecié en el cromosoma 5 produeix la
sindrome anomenada cri du chat. Els infants afectats per aquesta sindrome emeten
uns sons semblants als miols del gat, presenten microcefalia’, retard mental i,
generalment, no arriben a l'edat adulta. El risc de periodicitat, en progenitors
normals, és baix i només s’ha de tenir en compte en el cas que la delecié sigui per

I'existéncia d’una translocacié equilibrada.
- Duplicacions

Son la repeticio d’'un segment d’'un cromosoma. La réplica pot trobar-se en el mateix
cromosoma, haver-se unit a un cromosoma no homoleg, o fins i tot haver-se
independitzat amb un centromer propi. Les duplicacions son visibles al microscopi
optic i a més a més, sén molt importants evolutivament parlant, ja que representen
un augment del material genétic, si hi ha mutacions en aquest fragment, permeten la

diversificacié del material hereditari.
4.2.3 Anomalies cromosomiques dels cromosomes sexuals

Si les alteracions es troben en els heterocromosomes, és a dir, en els cromosomes

que determinen el sexe, les anomalies més comunes son:
- La sindrome de Turner

Es una monosomia, és a dir, cél-lules a les quals els falta un cromosoma. Els
individus afectats solen tenir una elevada mortaldat i una baixa reproduccid. Es
produeix per una no disjunci6 de cromosomes homolegs a la segona fase de la
meiosi, concretament en la gametogenesi, és a dir, durant el procés de la formacio
dels gametes. Les monosomies autosomiques a causa de les greus repercussions

cliniques fan que el fetus sigui inviable.

Concretament en aquesta sindrome, l'individu que la pateix li falta un cromosoma
sexual X (44 autosomes + X). Els individus son femelles amb retard en el
creixement, infantilisme sexual i esterilitat. Tenen una estatura baixa, els mugrons
ampliament espaiats, ungles de les mans petites, taques marrons per tot el cos, trets

facials caracteristics, plecs en la pell i els colzes deformats.

’ petitesa del crani.
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- Triple X

Es una trisomia. Els individus que la pateixen tenen tres cromosomes X (44
autosomes + XXX). Es deguda a una separacio inefectiva dels cromosomes sexuals
durant la meiosi en I'espermatogénesi o I'oogenesi. La falta del cromosoma Y fa que
les persones portadores d'aquesta trisomia siguin exclusivament dones. Tenen un
cert increment en la separacio dels ulls i plecs verticals que poden cobrir els cantons
interns dels ulls. A més a més, mostren una estatura alta, un cap petit, retard en
I'adquisici6 d'habits del llenguatge i aprenentatge, un to musical débil, retard
psicomotor, trastorns de conducta, poden ser esterils, també presenten una pubertat

retardada en alguns casos i frequientment menopausa desenvolupada.

- La sindrome de Klinefelter

Es una disomia. Els individus que la pateixen tenen tres heterocromosomes (44
autosomes + XXY). Es basa en una alteracié genetica que es produeix a causa de
la separacio incorrecta dels cromosomes homolegs, durant la meiosi, que es donen
als gametes d'un dels progenitors, tot i que també pot donar-se en les primeres

divisions del zigot.

Els individus que la pateixen son homes amb genitals petits i amb absencia
d’espermatogenesis. També presenten problemes de lectura, d’aprenentatge,
socials, animics i de conducta. Tenen tendéncia a quée els cresqui menys pél,
'esquena estreta, els malucs llargs, els bracos i les cames més llargs del que és
habitual, el torax curt, testicles petits, pels pubics femenins, un desenvolupament
dels pits, estatura mitjana-baixa, 0ssos i musculs debils, poca energia i timidesa. A

meés, a vegades tenen un lleu retard mental.
- Doble Y

Es una trisomia sexual del cromosoma 23. Els individus que la pateixen tenen tres
heterocromosomes (44 autosomes + XYY). Els individus afectats son exclusivament
homes. No s’observen alteracions fisiques ni mentals durant la infantesa. Perd en

I'edat adulta presenten retard mental i son molt alts.
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4.3 Indicacions

Hi ha una serie de marcadors que incrementen la possibilitat de tenir un fill amb
defectes congenits. Aquests marcadors son els que, a més de les proves de control
rutinari, fan que sigui aconsellable realitzar certes proves especifiques. Cal
considerar com a gestant d’alt risc aquella dona que presenta o que coincideixen

amb ella una 0 més de les indicacions seguents:

- Edat materna superior als 35 anys.

- Screening® bioquimic positiu.

- Risc de defectes del tub neural fetal.

- Anomalia estructural fetal detectada ecograficament.

- Fill anterior amb anomalies cromosomiques o altres defectes congeénits.

- Mare o pare portadors d’alguna anomalia cromosomica.

- Patir alguna malaltia lligada al cromosoma X.

- Patir alguna malaltia cronica com ara la diabetis o determinats trastorns endocrins.
- Haver ingerit medicaments contraindicats durant 'embaras.

- Estar exposada, per raons laborals o conjunturals, a radiacions o productes toxics.
- Haver presentat certes infeccions durant la gestacio.

| també aquelles gestants a les quals, a través de les proves habituals d’'un embaras

se’ls hagi detectat algun dels resultats seguents:

- Creixement fetal per sota dels valors de normalitat.
- Excés o defecte de liquid amniotic.

- Alteracions del ritme cardiac del fetus.

- Angoixa materna.

8 [T . N e . TN . P
Prova medica que es realitza durant l'embaras. Les que s'utilitzen amb major freqliencia sén la

d’Alfafetoproteina i Beta-Gonadotrofina corial. Els nivells d’aquestes proteines d’origen fetal en la sang
materna, poden ajudar a pronosticar el risc d’anomalia cromosomica pel fetus, especialment la trisomia 21.
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4.4 Diagnostic prenatal en corion

L’obtenci6 de vellositats corioniques es pot obtenir a partir de la dotzena setmana de
'embaras. Es a dir, aquest diagnostic pot realitzar-se en una etapa de gestacié molt
primerenca, molt abans que I'amniocentesi. Aquest fet comporta un gran avantatge
en cas d'un resultat anomal i a I'hora de la possible eleccié6 d’una interrupcié
voluntaria de I'embaras, ja que les dimensions del fetus sén petites, contrariament,
fent una amniocentesi, si s’escull interrompre 'embaras, les dimensions del fetus ja

sén meés grosses.

Les vellositats corioniques formen part de la placenta. S6n cadascuna de les
protuberancies ramificades de la placenta fetal que permeten l'absorcié de les
substancies nutritives i I'eliminacié de les deixalles metaboliques. Estan formades
per una capa epitelial que envolta una massa de teixit connectiu pel qual circulen els

vasos sanguinis fetals.

La técnica d’extraccio de vellositats corioniques, la qual és invasiva, consisteix a
prendre una mostra petita del teixit de la placenta, que conté els mateixos gens que
el nado, per tal de realitzar estudis genétics durant I'embaras. En primer lloc, es
realitza una ecografia per verificar la posicio del fetus i de la placenta. | seguidament,
s’extreu el teixit. Existeixen dos procediments diferents per a I'extraccié de la mostra,
els quals varien segons la posicioé de la placenta. Aixi doncs, I'extraccioé pot ser per
via transcervical o per via transabdominal, és a dir, per pinca o per aspiracio, tal com

mostren les imatges seguents, respectivament:

Figura 3. Extraccié via transcervical. Font: Figura 4. Extraccié via transabdominal. Font:

http://www.centregidona.cat/ca/serveis/tecniques-de- http://lagenetica.info/es/el-diagnostico-

diagnostic-prenatal/ prenatal/tecnicas-de-diagnostico-prenatal/
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La majoria de les vegades es realitza a través de I'abdomen. La mostra de teixit
placentari s'extreu mitjancant la insercié d'una agulla en la pell abdominal travessant
la paret de la matriu fins a arribar a la placenta. La posicio de la xeringa es verifica
mitjancant una ecografia. Una vegada s'obté la mostra necessaria, s'envia al

laboratori per a la seva analisi.

En canvi, si I'extraccido és a través del coll de I'Uter, s'introdueixen un parell de
forceps en aquest mateix lloc i amb I'ajuda d'una ecografia es dirigeixen cap a la

placenta per extreure'n la mostra.

La majoria de les dones consideren la biopsia de corion una prova incomoda, pero
no dolorosa. La prova es realitza en aproximadament 15 o 20 minuts. Les dones a
les quals se'ls practica la prova per via transabdominal senten tibantor i molesties en
la matriu, fins i tot, algunes després de fer-se la prova sagnen, pero aquest fet és
considerat normal. D’altra banda, les dones a les quals se'ls realitza la prova a través
del coll de I'iter comparen la sensacio amb la mateixa de quan se'ls hi fa un frotis

vaginal®.

Depén del tipus d'estudi, varia el temps d'obtencié dels resultats. En alguns casos,
es tarda tres dies a obtenir-los, pero en altres casos son necessaries entre 2 0 3

setmanes.

Aproximadament, entre 1 i 2 dones de cada 100 sofreix un avortament espontani
després de sotmetre's a la prova sense que es conegui la causa (l'estadistica pot

variar lleugerament depenent del departament al qual es consulti).

Cal destacar que si la gestant és VIH positiu, existeix un cert risc que el nadé s'infecti

durant la prova.

| pel que fa a la fiabilitat d’aquest estudi geneétic, varia depenent del tipus d'anomalia

génica o cromosomica que s'estudii.

9 AT . . . \ . . . . . .
Examen meédic practicat habitualment per un ginecoleg. S’introdueix un espeéecul a l'interior de la vagina per
recuperar secrecions vaginals amb I'ajuda d'un pal de cotd esterilitzat.
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4.5 Diagnostic prenatal en liquid amniotic

El diagnostic prenatal en liquid amniotic és el primer que es va aplicar en la societat i
avui dia és el més utilitzat en tots els paisos, tant per deteccié d’anomalies
cromosomiques com per deteccié d’alteracions metaboliques i defectes del tub

neural fetal.

Es un estudi que es realitza en setmanes gestacionals de I'embaras avancades per
buscar diversos problemes en el fetus com ara: anomalies congenites, problemes
genetics, diagnosticar possibles infeccions, verificar si els pulmons del nadd estan
desenvolupats i llestos pel part o per eliminar lI'excés de liquid al voltant del nadé

guan es produeix una quantitat d'aquest massa alta, entre d’altres.

En 'amniocentesi s’extreu una petita quantitat de liquid amniotic del sac que envolta
al nado en el ventre. Aquesta extraccid, generalment, es realitza en un centre medic.
L’extraccio de liquid amniodtic, a diferéncia de I'extraccio de vellositats corials, és una
tecnica menys invasiva. El millor moment per realitzar I'amniocentesi és al voltant de
les 16 o 18 setmanes de gestacié. Durant aquest periode és quan el volum del liquid
amniotic és prou elevat perqué l'extraccidé, que sempre és de 20 ml, no afecti
'evolucid de lI'embaras. A meés, hi ha una concentracido cel-lular perfecte per
'establiment d’'un cultiu. També és el millor moment, ja que a edats gestacionals
més baixes aquesta concentracid és més petita, i a gestacions més avancades

disminueix el nombre de cél-lules viables.

El liquid amniotic és el fluid que envolta al fetus en la bossa amniotica. Aquest, es
forma a partir de serum matern que es troba en la cavitat uterina per permeabilitat a
causa de mecanismes d’osmosi, pressié hidrostatica i gradients quimics, unit a orina
i altres secrecions fetals. EI component cel-lular prové principalment de la pell, vies
respiratories, mucosa nasal, aparell urogenital, sistema digestiu i membranes fetals,
aixi com del teixit placentari. La seva composicidé quimica esta formada per
proteines, lipids, enzims, amninocids, disacarids i també es troben minerals,

immunoglobulines'® i creatinina*.

En el liquid amnidtic hi ha d’entre 3 a 10 cel-lules per mil-lilitre, les quals formen

colonies en cultiu, de tres tipus principals: amninocids (65%), cél-lules epitelials

10 . . . . .
Proteines que juguen un paper essencial en la defensa de I'organisme contra agressions.
11 .. . . . .y . N . .
La creatinina és un compost organic generat a partir de la degradacié de la creatina (substancia que nodreix
els musculs).
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(25%) 1 fibroblasts (10%). També s’hi troben cél-lules de tipus nervids, les
anomenades de rapida adheréncia, ja que s’enganxen al fons del flasco en 24 i 48
hores pero no es divideixen, es troben quan el fetus té defectes del tub neural obert.

El primer pas d’aquest diagnostic prenatal és una ecografia de I'embaras, per tal
d'observar on esta situat el fetus en [I'Uter. Després, s'unta un medicament
insensibilitzador sobre una part del ventre. També, en algunes ocasions el
medicament s'injecta en la pell sobre la zona del ventre. Seguidament, el personal
meédic introdueix una agulla llarga i prima a través de I'abdomen i fins a l'interior de la
matriu, per tal d'extreure una petita quantitat d’aquest liquid. Per ultim, s'envia a un
laboratori on s’analitza i s’estudia. Les analisis poden incloure: estudis genétics,
mesures dels nivells d’alfa-fetoproteina’® i a més, un cultiu per buscar possibles

infeccions.

Els resultats dels estudis genetics arriben al pacient aproximadament amb dues

setmanes. Tot i que el temps sol dependre del laboratori on es duu a terme I'estudi.

T |
‘7
Liquido , Sonda
amniotico e ~ ecografica
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. Placenta
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Figura 5. Esquema d’una amniocentesi. Font:
http://www.gravidanzaonline.it/indagine_diagnostica/amnioce
ntesi.htm

2 (AFP) Es una proteina produida pel fetge i el sac vitel-li d'un fetus durant I'embaras. Els nivells d'AFP
disminueixen poc després del naixement. Aquesta proteina probablement no tingui cap funcié normal en els
adults.
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Pel que fa als tipus d’estudis possibles en el liquid amniotic, trobem: el cromosomic,

el bioquimic i el molecular.

L’estudi cromosomic és un estudi basat en les cél-lules cultivades en divisio. L'estudi
bioquimic és en sobrenedant o en cél-lules en cultiu, i per ultim, 'estudi molecular se
centra en 'ADN extret de cel-lules cultivades. En aquests casos, pero, es tendeix a
preferir una biopsia de corion pergue es disposa de més material fetal i a més a meés,

el diagnostic es pot fer abans.

També cal comentar que al moment de realitzar I'estudi al laboratori presenta un
avantatge, ja que la qualitat de les metafases d’aquest diagnostic és més bona en
comparacioé, a les metafases que s’obtenen a la bidopsia de codrion, en aquesta

segona els cromosomes sGn MEs curts.

Per realitzar-lo, es poden utilitzar dues tecniques basiques de cultiu: I'in situ i en

flasco.

En la técnica in situ, les cel-lules es fan créixer en colonies sobre cobreobjectes que
després son directament processats per obtenir cromosomes, els quals es tenyeixen
i s’observen al microscopi. En aquesta técnica cada colonia procedeix d’'una cél-lula
inicial. En canvi en la técnica en flascé, les cel-lules creixen en mono-capa damunt
del fons del flasco, es desenganxen amb tripsina’®, es processen en suspensio i es

fan preparacions cromosomiques. Durant aquest procés es perd material.

Cal destacar, que per tal d’obtenir un bon diagnostic citogenétic, independentment

del metode de cultiu utilitzat, s’ha de fer el comptatge d’un minim de 10 cél-lules.

L’amniocentesi té una precisié superior al 99% per al diagnostic de la Sindrome de
Down. Referent al risc de pérdua gestacional és de I'1% i per tant, no es considera
apropiat aplicar-la a totes les gestants, només a aquelles que presenten un risc més
elevat de tenir un fill amb alguna anomalia. Tot i que com he comentat, els riscos de
'amniocentesi son minims, infrequentment pot causar infeccions o lesions al nado,

avortaments espontanis, i fins i tot, escapament de liquid amniotic o sagnat vaginal.

13 . , . e . , .
Proteasa que intervé en la digestid i que es forma a I'intesti prim.
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4.6 Una de les noves tecniques aplicades al diagnostic prenatal

4.6.1 Hibridacié in situ (Hibridacié FISH)*

La hibridacié in situ (HIS) és un meétode que s'utilitza en diferents camps
experimentals i clinics de la genética, la qual combina técniques citogenetiques amb

tecnigues moleculars.

L’aplicacié més utilitzada de la HIS en el diagnostic prenatal és 'anomenada FISH
(Hibridacio in situ per fluorescencia). La FISH és una tecnologia que utilitza sondes
de ADN™ marcades amb un fluorescent per detectar o confirmar anomalies géniques
0 cromosomiques que generalment, estan més enlla de la capacitat de resolucio de

la citogenética habitual.

En primer lloc, la mostra de ADN, és a dir, els cromosomes metafasics o nuclis en
interfase, es desnaturalitzen. Procés en el qual se separen les fibres
complementaries de l'estructura bicatenaria en doble hélix del ADN. Llavors, a la
mostra desnaturalitzada se li adhereix una sonda especifica per a cada mostra, que
s'associara al ADN de la mostra en el lloc anomenat diana, en el procés d’hibridacio,
on es torna a formar una doble hélix. La sonda esta marcada amb un fluorescent,
que emet un senyal que es pot observar mitjancant un microscopi de fluorescéncia.
D’aquesta manera, la mostra de ADN es pot classificar segons la preséncia o
abséncia del senyal, la qual cosa permet observar la preséencia o abséncia de la

sequencia diana en '’ADN cromosomic.

La FISH resulta molt util en el moment en qué es disposa d’un nombre molt baix de
cel-lules, com per exemple quan s’estudien les cél-lules fetals de sang materna. A
meés, permet obtenir un resultat fiable del 95% de les trisomies més frequents en

nounats i del sexe fetal, d’entre 24 a 48 hores, després de 'extraccio de la mostra.

Hi ha dues maneres d’aplicar aquesta técnica: en cel-lules en estat de metafase o en

cel-lules en estat d’interfase.

" Exemplificat a I'annex C. | a més, podem trobar una altra nova técnica aplicada al diagnostic prenatal: la
Microarrays, a 'annex D.

B Fragment d'ADN de longitud variable (generalment d'una longitud de 100 a 1.000 bases) que s'utilitza en les
mostres que contenen ADN per detectar la preséncia de nucleotids amb seqliéncies complementaries a la
sequliéncia de la sonda.
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La FISH de metafase s’aplica sobre cel-lules en metafase per detectar micro-
delecions especifiques, les quals no es poden detectar amb la citogenética habitual a
causa de la capacitat de resolucié que té. A més, també es pot utilitzar per identificar
material extra d'origen desconegut i pot ser d'ajuda en casos on és dificil determinar
si un cromosoma té una delecié simple o si esta implicat en una reorganitzacio.
D’altra banda, la FISH de metafase pot detectar alguns dels reordenaments

especifics que s'observen en certs tipus de cancer.

Algunes de les sindromes que es poden diagnosticar mitjangant aquesta técnica
son: la Sindrome del miol (cri-du-xat), la Sindrome de Kallman, la Sindrome de
Miller-Dieker, la Sindrome de Williams, la Sindrome de Smith-Magenis, entre

d’altres.

D’altra banda, la FISH d'interfase es pot utilitzar sobre cél-lules en interfase, per tal
de determinar el nombre de copies d'un o diversos cromosomes 0 per detectar
algunes reorganitzacions especifiques que sén caracteristiques de certs tipus de
cancer. L'avantatge principal d’aquest tipus de FISH és que es pot realitzar molt
rapidament si és necessari. Normalment el resultat s’obté al cap de 24 hores, ja que

no requereix cultiu per a la proliferacié de les cel-lules.

Un bon exemple de FISH d’interfase és I'assaig d’aneuploidia que es realitza sobre
cel-lules provinents de liquid amniotic quan hi ha una forta evidéncia de la presencia
d'una de les trisomies més comunes o quan es vol verificar un resultat d’algun altre
diagnostic prenatal realitzat. En casos com aquests, es desnaturalitzen els nuclis de
la mostra i s’hibriden amb sondes especifiques per als cromosomes que més

probabilitat tenen de donar problemes, és a dir, els cromosomes 13, 18, 21, Xi Y.

En cas que el cariotip no presenti cap anomalia, s’observen dues copies del
cromosoma 18, del 13 i del 21, si és un nen, es distingeix una copia del cromosoma
X i una copia del cromosoma Y, en canvi, Si €s una nena, s’observen dues copies

del cromosoma X.

En definitiva, la FISH és molt util per detectar totes aquelles petites alteracions en
qualsevol dels cromosomes inapreciables a la resolucido dels estudis prenatals
habituals, possiblement, esdevindra una de les grans eines pel futur del diagnostic

prenatal.
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4.7 Errors i limits en el diagnostic prenatal

La probabilitat que un nadd neixi amb una malformacié congénita varia entre el 6 i el
7%. Un 10% d’aquestes sén d’origen genétic, dins les quals, les anomalies

cromosomiques son les més frequents.

Val la pena remarcar que moltes anomalies no es detecten fins que no es
manifesten alguns dels seus simptomes en edats adultes, a més, moltes
malformacions passen desapercebudes, ja que son considerades menors. Aixi
doncs, des d'un punt de vista teoric, les malformacions possibles existents es

consideren molt superiors a les registrades.

També, s’ha de tenir en compte que quatre de cada mil adults sén portadors d’'una
cromosomopatia. Aproximadament la meitat d’aquestes es presenten de forma
equilibrada, les quals generalment no causen cap repercussid fenotipica en el

portador, pero si que existeix la possibilitat de I'aparicié de problemes reproductius.

Qualsevol gestant té un risc potencial de tenir un fill amb una malformaci6 congenita
i per aixo, les tecniques utilitzades han de ser el maxim d’eficaces i fiables, és a dir,

han de reduir el percentatge més gran d’errors en la deteccio del cariotip.

En el diagnostic prenatal les paraules error i limit tenen dos significats ben
diferenciats. S’anomena error tot el considerat un problema en l'analisi o en la
interpretacié dels resultats. | es considera un limit aquell problema intern al

diagnostic citogenétic prenatal.
Els errors possibles del diagnostic prenatal sén els seglients:

- Contaminacié materna. La qual es pot trobar en qualsevol dels teixits que s’utilitzen

en el diagnostic prenatal per a I'obtencio del cariotip fetal.

- Mosaics, els quals son un dels principals problemes del diagnostic prenatal
congeénit. Es considera un mosaic quan es produeix una distribuci6 anomala dels
cromosomes durant la divisié cel-lular post-zigotica, la qual produeix una o més
linies cel-lulars amb diferent constitucio cromosomica que coexisteixen en un mateix
individu. Els efectes fenotipics dels mosaics depenen dels cromosomes involucrats,
la seva distribucié en els diferents teixits i del desenvolupament en el qual s’origina

la linia anomala. Per verificar 'observacié d’'un mosaic és necessari que aquest
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estigui present en més d’un teixit fetal o en diversos cultius cel-lulars. El percentatge

de la incidéncia d’'una sola cél-lula alterada és del 2 a 5% i de diverses és d’'un 1,5%.

- Quantitat i qualitat de la mostra. Hi ha una certa dificultat en I'extraccié de la
mostra, sigui per la posici6 fetal o per la localitzacié de la placenta. De manera que,
a vegades es poden extreure mostres, sobretot en el cas de les vellositats, amb una

guantitat o qualitat insuficients per un bon diagnostic.

- Pérdua fetal. Es dificil precisar el perill exacte de cada una de les técniques. No
obstant aix0, el percentatge de peérdua fetal va directament relacionat amb

I'experiéncia de I'operador.

- Anomalies estructurals heretades equilibrades. Aquestes so6n degudes a la
formacié de petites trisomies o delecions en la recombinacié cromosomica en la

profase de la meiosi. La incidéncia és d’'un 2%.

- Anomalies sexuals. Son aquells casos de feminitzacio testicular en els quals
s’informa la gestant o a la parella que tindran un fill masculi, pero finalment, resulta

ser una femella, o a la inversa. Aquests casos s’anomenen barons XX.

- Polimorfismes cromosomics. Son 'augment de la mida dels cromosomes numero 1,
9 o 16, el qual no afecta el fenotip. Aquests, es poden confondre per altres

Cromosomes 0 NOo Ser reconeguts.

- Problemes cromosomics detectables a través d’'un estudi en la meiosi. Només un

7% de les parelles infértils o esterils presenten aquest tipus de problemes.
- Errors humans.

- Exclusié logica. Es produeix quan una parella o una gestant pateix una anomalia

genetica.

Aixi doncs, podem concloure que per reduir el nombre d’errors és fonamental
I'experiéncia del genetista, sobretot en I'analisi de vellositats corioniques. Ara bé, cal
comentar que nomeés un 2% dels diagnostics prenatals citogeneétics presenten algun

problema.
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4.8 Consell genetic en cromosomopaties

El consell genétic es basa en un diagnostic precis del pacient i en la historia familiar
d’aquest. Es el conjunt d’'informacié sobre les repercussions d’una malaltia genética

gue rep un pacient o la seva familia.

La informaciéo que hi inclou son tant els aspectes diagnostics i pronostics com
'avaluacié més exacte possible del risc del pacient o dels membres de la seva
familia de desenvolupar o transmetre la malaltia. Dins dels aspectes diagnostics s’hi
inclou la possibilitat del diagnostic de portadors i malalts presimptomatics i de
diagnostic prenatal. Moltes vegades per elaborar-lo sén necessaris els coneixements

d’'un equip multidisciplinari.

El primer pas necessari i imprescindible per poder donar un bon consell genetic és
arribar a un diagnostic correcte. Per arribar a aquest diagnostic s’ha d’idear una
historia clinica detallada, s’ha de fer una exploracié fisica i també s’han d’elaborar
les exploracions complementaries que es considerin necessaries. També és molt
important analitzar I'arbre familiar del pacient per poder establir el tipus d’heréncia,
que aquest pot ser propi i caracteristic de la malaltia diagnosticada o variar en
diferents families. | a més a més, també resulta Util per poder determinar el risc dels
familiars de tenir o transmetre la malaltia i descobrir el seu estat de portadors o

malalts asimptomatics.
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5. Part practica

En aquest punt hi trobarem la informacié necessaria sobre el cas que he seguit i
estudiat en el diagnostic prenatal que he elaborat jo mateixa. A més d’aix0, exposo
informacié sobre el procés de cadascun dels diagnostics i analisis que estudia el

diagnostic prenatal que vaig poder observar.

Vaig tenir la gran sort de poder visitar un laboratori, concretament el laboratori
d’analisis Echevarne, un lloc on es dediquen al diagnostic prenatal. En aquest
laboratori les mostres prenatals que s’estudien sén el liquid amnidtic, les vellositats

corioniques, les restes d’avortaments i la sang fetal.

Alla em van deixar estudiar un cas d’'una dona embarassada de bessons que va
demanar de fer-se un diagnostic prenatal, perqué quan va anar a fer-se la primera
visita de seguiment habitual de 'embaras, al gener del 2016, se li va detectar un

problema.

A partir duna mostra de liquid amnidtic d’aquesta pacient, vaig poder fer un
seguiment i realitzar tot el procediment de 'amniocentesi des de l'inici, el moment
d’arribada de la mostra, fins al final, 'observacié a través del microscopi i la

comparacio dels meus resultats amb els quals van obtenir alla.

A més, com he comentat anteriorment, vaig poder assistir en cadascun dels
processos que es realitzen per cada una de les mostres prenatals que estudia

aquest laboratori, amb els materials i mecanismes corresponents.

Altrament, exposo tota la informacié que els professionals del laboratori em van

oferir en ensenyar-me la seva feina.

5.1 Hipotesis

La hipotesi que em vaig plantejar és a partir del cas que he exposat anteriorment.

La meva pacient era una dona embarassada de bessons amb una edat de 39 anys.
Ecograficament se li va observar un plec nucal a cadascun dels seus dos fetus. Com

gue un plec nucal se sol associar amb la sindrome de Down, de seguida se li va

33



Alteracions cromosomiques. Que falla? Treball de recerca 2016

plantejar I'opcié d’aplicar-li una amniocentesi, per tal de confirmar o descartar
aquesta possibilitat en ambdds fetus. La pacient va acceptar fer-se aquest test
prenatal invasiu, ja que el risc que tenien els dos nadons de patir la trisomia 21 era

molt elevat.

La hipotesi que em vaig plantejar quan se’m va donar tota la informacié necessaria

sobre aquesta pacient i de cadascun dels seus fetus, és la segtient:

La probabilitat que tant un nadé com l’altre tinguin la sindrome de Down és
molt alta. Ho considero aixi tant per I'evidéncia del plec nucal en I'ecografia

com per |'elevada edat materna.
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5.2 Procés diagnostic

5.2.1 ElI meu seguiment de tot el procés de diagnostic prenatal en liquid

amniotic

Per comencar, en el laboratori d’analisi Echevarne, just en el moment en que arriba
una mostra, els seus treballadors la registren dins d’una llibreta propia i a la vegada,
també queda registrada a I'ordinador. Aquesta llibreta, que és d’us practic per al dia
a dia, conté un nimero identificatiu donat per a la unitat de qualitat (QAU)*. A més,
és on s’apunten totes aquelles dades que faciliten I'estudi de la mostra prenatal de
cada pacient: les setmanes de gestacio, I'edat, I'existencia d’algun index de risc

elevat, com per exemple, un test prenatal no invasiu anterior patologic, entre d’altres.

Aixi doncs, al ja estar registrada, ja que ja havien estudiat aguest cas anteriorment,
vaig portar la mostra a 'anomenada cabina estéril. Alla, vaig agafar el tub de la
mostra de liquid amniotic i la vaig repartir en dos tubs estérils de fons conic per

poder-la centrifugar, per tal de concentrar les cél-lules.

Tant en liquid amniotic com en vellositats corioniques la Societat Espanyola de
Genetica Humana recomana estudiar 20 metafases en total, en el laboratori

Echevarne ho compleixen.

Seguidament, vaig afegir als tubs un medi especial per estimular les cél-lules fetals.
En el cas d’aquest laboratori es fa servir un medi anomenat BioANF-1, per al primer
tub, i @ més en aquest s’hi afegeix penicil-lina per evitar contaminacions i glutamina,
per enriquir el medi. Pel que fa al segon tub, s'utilitza BioANF-2, el qual no cal
suplementar-lo perqué ja conté tots els nutrients necessaris. Es fan servir dos medis
perque en el cas que un sortis erroni, estigués contaminat o tingués qualsevol tipus
d’error, seria la manera d’assegurar que almenys un cultiu de liquid amniotic creixi
correctament, es pugui estudiar i se’n pugui obtenir un cariotip per poder donar un

resultat optim.

Llavors, quan a cada tub se li va introduir el seu medi corresponent, vaig col-locar els
dos tubs dins d’una centrifugadora per centrifugar-los. Normalment se centrifuga a

1300 revolucions per minut durant 6 minuts.

'® Unitat que gestiona tots els temes de qualitat del laboratori.
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Un cop van estar centrifugats els vaig tornar a posar a la cabina esteril. Alla amb una

pipeta vaig treure el sobrenedant deixant només el pelet’.

Quan va estar introduit el pelet en els flascons amb el seu medi corresponent, vaig
posar-los a I'incubador de CO,. L'incubador no ha d’estar tapada del tot, per tal que
entri CO,, ha d’estar a una temperatura de 37 °C i a un 5% de CO,. Agquestes
determinades condicions fan que es mantingui un pH adequat perque les cel-lules
tinguin les condicions optimes per dividir-se, és a dir, s’'intenta reproduir el seu medi
natural. Un pH més acid o més basic podria produir la mortalitat de les cel-lules, es

perdria el cultiu i no es podria fer I'estudi.

Segons la mostra prenatal que s’estudia el temps d’incubacié és variable. En el cas
del liquid amniotic el temps és de dues hores, en les vellositats corioniques només

una hora i en la sang fetal varia entre una hora i hora i mitja.

Passats els 10 dies d’incubacio, els vaig treure i els hi vaig afegir dues pipetes d’'un
medi nou. Aquest medi s’intenta preparar normalment cada dia i si no és el cas, es
pot aplicar amb maxim de dos o tres dies d’antiguitat, ja que si no, no es

conservarien totes les seves propietats.

Al cap de dos o tres dies després del canvi de medi, se solen tenir entre 5 0 6 clons
de bastantes cel-lules en divisié, aquestes es veuen a través del microscopi més
refringents. Per aquest motiu, al cap de tres dies es procedeix a realitzar la tecnica
anomenada sacrificat de la mostra. Técnica per la qual s’obtenen les metafases per
poder fer I'estudi del cariotip. Per realitzar-la, primer de tot, s’afegeix colcemid®®.
S’intenta aturar la divisié en el moment de I'estat de metafase, ja que és quan els
cromosomes estan més condensats. Seguidament, s’hi produeix un xoc hipotonic*®
mitjancant dues gotes de clorur potassic. Depenen de la mostra, varia el temps del
Xoc hipotonic, ja que el que interessa és tenir els cromosomes més llargs i menys
separats possibles. Per aconseguir-ho s’ha de jugar amb el temps per intentar

arribar a I'equilibri que es busca.

Cal tenir en compte que poden influir diversos afers en el moment del xoc hipotonic,

com ara, la presencia de contaminacio materna.

Y Nom que rep la el conjunt de les cél-lules fetals que han precipitat al fons del flascd. Serveixen per a I'estudi
del cariotip.

¥ Substancia que produeix la interrupcio de la meiosi de les cél-lules en I'estat de metafase.

¥ Medi menys concentrat que el present.
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Quan s’ha fet el xoc hipotonic es realitzen una série de rentats amb un fixador
anomenat Carnoy (3/4 parts de metanol i 1/4 part d’acétic). Segons la mostra que
s’estudii es fan d’entre 3 o 4 fixacions, és a dir: centrifugar, treure el sobrenedant i
afegir-hi Carnoy, deixar-ho reposar d’entre 5 a 10 minuts i aixi successivament fins a

les vegades necessaries. No és bo fixar-ho massa, ja que es podria perdre material.

Quan la mostra esta fixada es fan les extensions. Per cada flasco s’han de fer dues
extensions, ja que normalment s’intenta realitzar I'estudi d’'una mateixa mostra entre
dues persones diferents, per tal de poder observar el maxim de coses possibles. Per
fer-les s’agafen dos portaobjectes de vidre esmerilats amb una banda mate. Sobre
els portaobjectes, els quals normalment es mantenen amb alcohol per tenir-los
desengreixats i nets, mitjancant una pipeta, s’hi afegeixen gotes de la mostra fins a
obtenir-ne la quantitat de metafases suficients per poder fer I'estudi. Es a dir, fins a
obtenir 20 metafases. Per tant, aproximadament en un portaobjectes hi ha d’haver

10 metafases i en l'altre 10 més.

Un cop fetes les extensions, abans de procedir a I'estudi, es deixen reposar durant
un dia perqué envelleixin les metafases. Passat aquest dia, es procedeix a la tincio,
la qual es fa amb un colorant anomenat Wright. Després de la tincid, es renten amb

aigua de l'aixeta i es deixen assecar a l'aire lliure.

Es important deixar passar aquest dia d’envelliment abans de realitzar qualsevol
tipus de tincié, ja que d’aquesta manera es deixen reposar els cromosomes i al
moment de posar el colorant, aquest penetra amb més facilitat entre els enllagos de
les cromatides i aixi queden millor tenyits i aix0 facilita la distincié del patré6 de
bandes.

Finalment, vaig iniciar I'estudi a través del microscopi optic. Aquest esta connectat
amb un ordinador amb un programa anomenat cytovision, per tal de poder fer un

tractament de la imatge i poder donar un cariotip amb més qualitat.

Els patrons de les bandes que ofereix la tinci6 em van permetre veure si els
cromosomes patien alguna anomalia estructural, també vaig observar si hi havia
totes les parelles de cadascun dels 23 cromosomes, comparar els cromosomes
entre ells, observar les coincidents o no coincidents bandes de cada parella, entre

altres coses.

37



Alteracions cromosomiques. Que falla? Treball de recerca 2016

- Resultats

Els resultats que vaig obtenir després de realitzar tot el seguiment del proceés
diagnostic prenatal en liquid amniotic en cada un dels fetus del meu cas, van ser els

seguents:

El fetus nimero 1 era una nena amb el cariotip seguent: 47, XX, +21. Per tant, es va

confirmar la hipotesi que em vaig plantejar respecte a aquest fetus.
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Figura 6. Cariotip nimero 1, feta per mi en el Figura 7. Cariotip femeni estandard. Font:
laboratori. http://biogeomarisacr.blogspot.com.es/2015/11/Ih

erencia-de-caracters-en-els-essers.html|

En relacié amb el cariotip del fetus nimero 2, vaig observar que era un nen. El qual,
no presentava cap cromosoma de més ni de menys, tenia 46 cromosomes, el
nombre estandard. A més, la resta de cariotip semblava aparentment normal. Per

tant, no se’m va confirmar la hipotesis per aquest segon fetus.
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Figura 8. Cariotip nimero 2, feta per mi en el Figura 9. Cariotip masculi estandard. Font:
laboratori. http://biogeomarisacr.blogspot.com.es/2

015/11/lherencia-de-caracters-en-els-
essers.html|

Per acabar, com que en aquest laboratori s’aplica la FISH a una altra mostra del
mateix teixit, abans de comunicar-los als pacients els resultats, per tal d’assegurar-
los i confirmar-los, jo també la vaig realitzar. Per dur-la a terme, vaig utilitzar les
sondes de ADN pels cromosomes 13, 21 i per separat, les sondes dels cromosomes

18, Xi Y en cadascun dels dos fetus.
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En el primer cas, van apareixer 2 senyals de color verd, les quals
indiquen els cromosomes 13. | respecte als senyals vermells, els
guals indiquen els cromosomes 21, en van apareéixer 3. Per tant
es va reafirmar el resultat de la sindrome de Down obtingut i la

hipotesi.

Figura 10. FISH amb
trisomia 21. Font:
http://genetik-
praxis.de/leistungen_2.ht
ml

| respecte al fetus niumero 2, van apareixer dos senyals verds i
dos de vermells, el nombre estandard. Per tant, també es van
confirmar els resultats obtinguts. Perdo consequentment, tal com
vaig observar amb els primers resultats, no es va poder confirmar

la hipotesi inicial per aquest.

Figura 11. FISH normal
13/21. Font: http.//genetik-
praxis.de/leistungen_2.html|

Aixi doncs, seguint el métode cientific, com que pel segon cariotip no se’m va validar

la hipotesi plantejada, vaig reescriure’n una de nova.
- Nova hipotesi

El fetus nimero 2 no presentara cap anomalia cromosomica, ja que les

caracteristiques del seu cariotip corresponen a les d’un cariotip estandard.

Tot i aixi, quan vaig tenir 'estudi acabat i vaig obtenir els meus resultats, els vaig
comparar amb els de I'estudi anteriorment realitzat en el laboratori Echevarne. Aixi
doncs, vaig descobrir que els resultats respecte al primer fetus coincidien. En canvi,
respecte al fetus nimero 2, em vaig assabentar que també se li havia elaborat un
cariochip en un altre laboratori.

Amb aquest cariochip es va poder observar que aquest fetus tenia els cromosomes
numero 9 més llargs de I'habitual i a més, se li va trobar una delecié terminal al final
dels bragos llargs d’'un dels cromosomes 14. Els problemes que ocasiona aquesta
deleci6é sén retard mental i dis-morfologia facial. Aquesta delecié en ser tan petita va
resultar inapreciable en el cariotip de la tecnica utilitzada en el laboratori i per aixo,
aparentment em va semblar un cariotip estandard. De manera que el cariotip del

segon fetus va resultar ser el seguent: (46, XY, del(14)(q31).
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Figura 12. Delecié al cromosoma 14, feta Figura 13. Deleci6 al detall, feta per
per mi en el laboratori. mi en el laboratori.

Per tant, podem observar que tampoc es va complir la segona hipotesi formulada pel

segon fetus.
- Cariochip

Un cariochip és una eina diagnostica que permet analitzar el genoma huma amb
I'objectiu d'identificar les alteracions cromosomiques responsables de malformacions
congeénites o trastorns intel-lectuals. Es realitza mitjangant la hibridacié de 'ADN de
cel-lules fetals o de la sang de l'individu sobre un microxip genomic, el qual permet

identificar aquestes alteracions.

Els beneficis que presenta en comparacié a les técniques convencionals sén una
major rapidesa i 'obtencio dels resultats és a partir d'una setmana (segons el tipus i
el volum de mostra). A més, té una resolucié6 més elevada i permet I'observacio
d’alteracions cromosoOmiques que passen desapercebudes en el cariotip
convencional, ja que aquesta técnica comporta una interpretacié diagnostica que

permet la identificacié de més de 250 sindromes.
5.2.2 Altres processos de diagnostic prenatal
- Procés diagnostic prenatal en corion

El cultiu de les vellositats corioniques és curt, concretament és de 24 hores. Un dia
és un temps suficient perqué creixin les cel-lules, ja que hi ha una divisi6 molt
elevada d’aquest material i s’obtenen les metafases necessaries. Es una divisié tan
rapida que si s’agafés la mostra de vellositat corionica acabada d’extreure i se
sacrifiqués, ja hi hauria les metafases necessaries per estudiar la mostra. Pero per

tal d’'assegurar-ho es fa un cultiu.
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Inicialment, en el laboratori, igual que amb una mostra de liquid amniotic es registra

la mostra de vellositat en la llibreta d’entrada propia.

Tot seguit, es porta la mostra a la cabina estéril. Alla, mitjancant una pipeta, es treu
la mostra i sense agafar medi es posa en una placa de petri petita esteril. Per mitja
d’'una agulla esteéril se separa la mostra de qualsevol contaminacido materna present.
Quan esta neta s’afegeix una pipeta i mitja de medi RPMI 1640 suplementat amb

serum fetal, amb penicil-lina i glutamina.

Seguidament es posa a l'incubador de €O, amb les mateixes condicions que una
mostra de liquid amniotic. S’'incuba durant 24 hores, i després s’hi afegeix colcemid.
Seguidament, durant una altra hora es torna a posar a l'interior de l'incubador de €0,

i després es fa un xoc hipotonic.

A continuacié es fan les fixacions, per fer-les s’agafa la mostra de la placa de petri i
es posa en un tub de fons conic per poder manipular millor la mostra. També es fan
les fixacions amb la mateixa concentracid de Carnoy utilitzades en una mostra de

liquid amniotic.

Una vegada fetes, es fan les extensions, aquestes es poden fer al mateix dia o un
dia després. En una mostra de vellositat coridnica, es fan d’entre 5 o 10 extensions.
Les extensions en ser un teixit, es fan a partir de clons cel-lulars. A més, també es
reparteix I'estudi de les extensions entre dues persones, que normalment aquestes
son de trossos diferents, tot depén del volum que s’obté de la mostra, ja que també
s’intenten observar 10 metafases. Per fer-les s’agafa un tros de mostra de l'interior
dels tubs i es posa en una placa de petri una mica inclinada i s’afegeix Carnoy molt
concentrat (1/4 parts de metanol i 3/4 parts d’acétic), perqué pugui trencar el teixit i
surtin les metafases. Es deixa reposar durant 5 minuts, i llavors amb una pipeta
s’agafa el fixador Carnoy, del voltant del teixit, i s’introdueixen dues o tres gotes

damunt d’un portaobjectes préviament desengreixat i net.

Seguidament, s’introdueix el portaobjectes dins d’'un calefactor damunt d’'una placa
extensora, que aguesta pot ser manual o automatica. Quan les gotes estan extenses
i el portaobjectes esta sec, s’observa amb el microscopi per tal de comprovar que hi
ha les metafases necessaries. Seguidament, com en el liquid amniotic, es deixen

envellir durant un dia.
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El metode de tincid en el procés de diagnostic prenatal en corion, és identic que el
del liquid amniotic i a més, s'utilitza el mateix colorant. | passat el temps necessari,

també es procedeix a I'observacié amb el microscopi optic.
- Procés diagnaostic en avortaments

En una mostra de resta d’avortament es fa un cultiu de teixit en flascons amb el
plastic tractat perqué s’hi enganxin les cél-lules fetals. Dins d’'un d’aquests flascons
s’hi posa la mostra del teixit, el qual pot ser un tros de placenta, un tros de pell del
fetus, entre d’altres. D’aquest tros de teixit s’anomena splant, normalment se’n posen

4, tot i que la quantitat varia segons el laboratori.

Aquest cultiu és molt llarg, ja que el creixement d’aquest teixit és molt més lent, ja
que son teixits provinents de morts fetals amb poca anterioritat i aixd comporta que

I'activitat de les cél-lules ha disminuit.

Els splants s’enganxen al plastic i alla comencen a dividir-se formant colonies i clons.
Al cap de 10 dies es neteja la mostra, és a dir, es treuen els splants. Llavors, en el
tub només hi queden les cél-lules cloniques i s’hi afegeix un medi nou, que aquest
estimula la seva divisi6 fins a arribar al moment en qué es pot fer el sacrificat per fer
les extensions. Aguesta tecnica €s la mateixa que 'anomenada anteriorment, I'inica

cosa que varia és la quantitat de colcemid.

Després de fer les extensions suficients, es procedeix a la tincid, aquesta és la
mateixa que la que es realitza amb el liquid amnidtic i les vellositats corioniques. |

finalment, passat el temps necessari, s’observa a través del microscopi optic.
- Procés de I'analisi citogenétic en sang periférica

La duracio del cultiu de sang periférica €s de 72 hores. Primer de tot, com en totes
les altres mostres, es registra en la llibreta del laboratori. Tot seguit, es posa la sang
dins d’'un tub de fons conic on se li introdueix un medi similar al liquid amniotic.
Després d’aquestes 72 hores es fa I'extraccidé. Seguidament, de la mateixa manera
gue en les altres mostres es realitza el sacrificat, per tal de parar la divisié en l'estat
de metafase, a continuacio es fan les fixacions i les extensions. Un cop fetes, també

es deixa envellir durant un dia, es fa la tinci6 i per altim, I'estudi amb el microscopi.
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6. Conclusions

Encara que en el meu treball només he estudiat un cas determinat i extrapolar-lo a
tots els casos que es podrien dur a terme en qualsevol diagnostic prenatal no seria
cientific, podem dir, que tot i tenir proves a favor o saber que la gestant compleix
certs dels marcadors d’alerta, com per exemple en el meu cas; els plecs a la nuca i
'elevada edat materna, cal realitzar totes les proves convenients i necessaries per
poder reafirmar la hipotesi, descartar-la o fins i tot, descobrir coses impensables o

sorprenents i poc habituals.

El comentat anteriorment, queda demostrat en el cas particular que vaig analitzar, si

recordem la hipotesi inicial:

La probabilitat que tant un nadé com l’altre tinguin la sindrome de Down és
molt alta. Ho considero aixi, tant per I'evidéncia del plec nucal en I'ecografia

com per |'elevada edat materna.

Aixi doncs, podem observar que la hipotesi queda contrastada en el cas practic i la
fonamentacio teorica. Tal com hem vist, la hipotesi només es va confirmar pel que fa
al primer fetus, ja que es tractava d’'un nadé diagnosticat amb la sindrome de Down.
| per contra, I'altre cariotip, el del fetus nimero 2, el qual també estava diagnosticat
amb la sindrome de Down, em va semblar igual que un cariotip estandard. A causa
d’aquest fet, seguint el metode cientific, em vaig replantejar una nova hipotesi per
aguest, la qual al final també va resultar ser erronia en comparar-la amb els resultats

obtinguts del laboratori.

Basant-me en l'aprés i vist, penso que és molt important fer-se qualsevol dels
diagnostics prenatals en cas de tenir encara que només sigui un dels indicadors
expressats en la part teorica. A més, també podem constatar que resulta favorable
realitzar-se el maxim de proves possibles, tal com s’ha demostrat en el cas que vaig
seguir. Gracies a l'elaboraciéo d’'un cariochip, es va poder detectar que el fetus
namero 2, el que semblava totalment sa, patia una deleci6 i tenia un cromosoma
meés llarg del considerat normal, tot i que aquest segon fet era innocu, ja que no

causava cap efecte negatiu pel fetus.
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A més a més, aquest fet demostra que depenent de la tecnica utilitzada en cada
laboratori, coses tan petites com aquesta, poden passar desapercebudes i aquestes
resulten tant o més importants que qualsevol altra anomalia. No obstant aixo,
actualment la tecnologia avanga molt rapidament i les noves técniques de diagnostic

prenatal guanyen meés importancia.

A més, considero que totes les gestants podrien fer-se un diagnostic prenatal, sense
tenir factors que comportin risc, ja que molts casos d’anomalies, majoritariament la

de la sindrome de Down, apareix en dones que no presenten cap dels indicadors.

En coneixement de tot el que he apres he pogut observar que el diagnostic prenatal
permet seguir l'evolucié de I'embrié i detectar possibles cromosomopaties per
establir-ne solucions. Es un progrés per a la ciéncia, ja que ofereix la recerca en
alternatives diferents de I'avortament. Gracies a aquest tipus de diagnostic, malalties
que eren incurables, han deixat de ser-ho gracies a la investigacié d'aquestes

alteracions i la seva contribucié ha disminuit el nombre de les morts infantils.

Una altra questio important és que el diagnostic prenatal presenta moltes aplicacions
gue soOn beneficioses, especialment en els casos en els quals es pot aplicar un
tractament al fetus afectat o si es pot ajudar als pares respecte a futurs riscos de
reproduccié. No obstant aixd, aquests usos justificables no haurien de veure’s
utilitzats pel fet de consentir que les técniques de diagnostic prenatal s'estiguin

convertint en una practica d'exercici d'avortament selectiu.

D’altra banda, cal dir que en ser malalties provocades per I'atzar és dificil prevenir el
nombre més gran de malalties cromosomiques, ja que latzar és un factor
incontrolable. Pero considero que podriem fer tot el possible per tal d’evitar-ne la
quantitat més elevada possible, com per exemple, evitar certs marcadors perillosos

com el d’'una edat molt avangada de gestacio.

Un altre punt important és que si una dona o una parella decideix sotmetre’s a
proves prenatals especialitzades, ha o han d’estar preparats i conscienciats per a la
possibilitat que aquestes detectin certes anomalies. Saber que el teu nadd sofrira
alguna malaltia pot suposar una carrega per a la familia durant I'embaras, generant
por i ansietat. No obstant aix0, coneixer la situacio del fetus durant I'embaras, abans

del part, és la millor preparacio possible tant per als pares com per a I'equip medic.
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En coneixer la malaltia del fetus de forma primerenca, els futurs pares poden
informar-se i rebre assessorament medic i psicologic sobre aquest tema. A més,

d'aquesta manera, tenen temps suficient per tractar la situacié amb familiars i amics.

Decidir fer-se un diagnostic prenatal pot comportar la interrupcié de I'embaras,
especialment si la situacié és greu i posa en perill la vida de la mare. Pero cal
remarcar que les proves de diagnostic prenatal no son una mena de seleccio6 previa

destinada a eliminar als bebés defectuosos.

També s’ha de tenir present que tot i que moltes anomalies poden identificar-se
mitjancant una o diverses d'aguestes proves, son metodes limitats i les proves
prenatals no detecten totes les anomalies. Encara que els resultats siguin negatius,

no pot garantir-se del tot que el nado neixi sa.

En conclusié, qualsevol dels tests prenatals que es poden dur a terme soén
avantatges dels quals pot disposar la societat per tal de poder saber amb anterioritat
si el seu fill tindra alguna malaltia genética o no. Per tant, permet decidir si dur a
terme una interrupcio voluntaria de 'embaras o preparar i conscienciar a la dona o a

la parella per la proxima arribada d’un fill amb alguna anomalia genetica.
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8. Annexos

Annex A

Tinci6é de la mostra:

Segons el patr6 de bandes que generin es poden diferenciar tres tipus de técniques
de tinci6; la tincié uniforme de tot el cromosoma, la tincié de bandes al llarg de tot el

cromosoma i per ultim, la tincié de zones especifiques.

La tincid uniforme permet distingir el centromer dels cromosomes, la constriccio
primaria i secundaria, els telomers, la llargada dels cromosomes, els bracos i els
trencaments. També permet identificar el sexe i possibles anomalies cromosomiques
numeriques i algunes estructurals. La informacié que es rep d’aquesta técnica és
limitada, ja que, hi ha molts cromosomes que morfoldogicament s’assemblen molt i

per diferenciar-los €s necessari utilitzar tecniques de bandes.

Pel que fa a les técniques de bandes, aquestes permeten observar un patré de
bandeig especific per a cada parell de cromosomes homolegs i per a cada espécie.
A partir d’'aquesta técnica s’obté un cariotip huma amb molta precisié. Les tincions
de bandes més frequents son les de bandes G, aquestes s’obtenen a partir d’'un
envelliment de les preparacions amb aigua oxigenada al 15% durant mitja hora,
seguidament es deixen assecar. Un cop seques es tenyeixen amb el colorant Wright

durant d’entre un minut i mig a 4 minuts.

| respecte a les tincions de zones especifiques, les quals es caracteritzen perqué
cada tipus de banda es defineix amb tres lletres segons el patr6 que generen i

segons la técnica i el colorant utilitzat.
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Annex B

Exemples d’anomalies cromosomiques:

- Exemple 1:
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Figura 14. Cariotip femeni amb trisomia 21. Font:
http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/tri21.htm

Aquest cariotip és un exemple de la sindrome de Down, I'anomalia
frequent. Es caracteritza per un cromosoma 21 extra.

El cariotip s'escriu de la segient manera: 47, XX, +21.

e 47: el nombre total de cromosomes (46 és el nombre normal).
e XX: els cromosomes sexuals (femenins).

e +21:indica que el cromosoma extra és un 21.

numerica més

49



Alteracions cromosomiques. Que falla?

Treball de recerca 2016

- Exemple 2:
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Figura 15. Cariotip masculi 46, XY, inv(10)(q11.23g26.3). Font:

http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/invert10.htm

Aquest cariotip és un exemple d'inversid, una de les reorganitzacions estructurals

més frequents. En aquest cas, un segment del bra¢ q, o brag llarg, del cromosoma

10 de la dreta esta invertit. A simple vista, si no se’n €s un expert, costa reconeixer-

ho. Com que les dues ruptures es troben en el brac¢ llarg i el centromer no esta
implicat, es parla d'una inversié para-céentrica.

Aquest cariotip s'escriu: 46, XY, inv(10)(q11.23926.3).

e 46: el nombre total de cromosomes.

e XY: els cromosomes sexuals (masculins).

e inv(10): inversio en el cromosoma 10.

e (ql11.23926.3): punts de tall del segment invertit.

Cromosoma 10
normal

—
E.— q11.23

\_J+—q26.3 E

Cromosoma 10
con inversion

Figura 16. Inversio al detall.
Font:
http://biomodel.uah.es/citogen
e/dynacare/invert10.htm
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- Exemple 3:
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Figura 17. Cariotip masculi 46, XY, t(2;15)(p11.2;911.2). Font:
http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/trans215.htm

Aquest cariotip conté una translocacio equilibrada entre dos cromosomes. En aquest

cas, un segment llarg del bra¢c p, o brac curt, del cromosoma 2 de la dreta s'ha

intercanviat amb practicament tot el bra¢ g, o brag llarg, del cromosoma 15 de la
dreta.

El cariotip s'escriu d’aquesta manera: 46, XY, t(2;15)(p11.2;q11.2).

e 46: el nombre total de cromosomes.
e XY: els cromosomes sexuals (masculins).

e t(2;15): translocacio entre els cromosomes 2 i 15.

Q)
Q)

—pi11.2
—qi1.2

Normal Translocado

Cromosoma 15

Normal Translocado
Cromosoma 2

Figura 18. Translocacié al detall. Font:

http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/t
rans215.htm
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- Exemple 4:
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Figura 19. Cariotip femeni 46, XX, del(16)(q13q22). Font:
http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/delete16.htm

Aquest mostra una delecié simple en un cromosoma. En

TE il
. )I-,t
'

12

w
ra
'

aguest cas s'ha perdut un

segment del bra¢ g, o brag llarg, del cromosoma 16 de la dreta. En aguest exemple

particular hi ha dos talls visibles al microscopi dins del brag¢ llarg, que formen una

deleci6 intersticial.
El cariotip s'escriu aixi: 46, XX, del(16)(q13922).

e 46: el nombre total de cromosomes.
e XX: els cromosomes sexuals (femenins).
e del(16): deleci6 en el cromosoma 16.

e (q13922): punts de tall del segment eliminat o perdut.

+~—Qq13
+— 22
Cromosoma Cromosoma
16 normal 16 con delecion

Figura 20. Delacid al detall Font:
http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/delete
16.htm
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Annex C
Hibridaci6 in situ (Hibridacié FISH):
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Figura 21. Esquema procediment FISH. Font: http://biomodel.uah.es/citogene/horwitz/cytogenl.htm
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- Exemple de FISH de metafase:

Aquesta metafase s’ha hibridat amb una sonda
dissenyada per la part terminal del cromosoma 4q.
Com que només hi ha un senyal verd, es confirma que
en un dels cromosomes 4 falta material de I'extrem
terminal del bra¢ q. Aquest cas és un bon exemple de
com combinant la citogenética habitual amb la FISH es
poden diagnosticar amb exactitud anomalies

cromosomiques subtils.

Figura 22. FISH de metafase. Font:
http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/
metafish.htm
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- Exemple de FISH d’interfase:

Figures 23 i 24. FISH d’interfase. Font: http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/intfish.htm

Aquest és un exemple d'una prova d’aneuploidia, on als nuclis en interfase
procedents de cel-lules de liquid amniotic s'han afegit sondes de ADN dissenyades
per als cromosomes 13, 18, 21, X i Y. El nucli de I'esquerra s'ha hibridat amb sondes
per als cromosomes 13 (verd) i 21 (vermell). El nucli de la dreta s'ha hibridat amb
sondes per als cromosomes 18 (blau clar), X (verda) i Y (vermell). Com que hi ha
dos senyals corresponents a les sondes de 13, 18 i 21, i un sol senyal de
cromosomes X i Y, aquest fetus és un home i no presenta cap problema pel que fa a

la prova d’aneuploidia.
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Annex D

Un altre nova técnica aplicada al diagnostic prenatal: La microarrays:

S'utilitza, principalment, en els estudis citogenétics de tumors solids a causa de la
preséncia de cariotips complexos. Tot i que actualment cada vegada s'utilitza meés

en la deteccié d’anomalies cromosdomiques complexes i en diagnostic prenatal.

Per realitzar-la, s'utilitza una combinacio de fluorescents, 'anomenat set multicolors,
el qual esta compost per un ADN marcador amb 24 sondes de pintat cromosomic.
Aquesta solucié s’hibrida sobre I'extensié cromosomica que procedeix d’'una mostra
de 2 a 3 dies a una temperatura de 37 °C. Després d’una neteja es procedeix a
I'observacio a través d’un microscopi de epifluorecencia® i amb uns filtres especials

per poder diferenciar les diferents combinacions dels fluorescents.

Amb la microarrays augmenta la rapidesa de I'obtencio dels resultats i a més a més,

facilita el control visual.

El problema que presenta aquesta técnica €s el no poder identificar certes anomalies
estructurals indetectables en utilitzar sondes de pintat cromosomic com per exemple,

les inversions.

20 . PN . . . . . .2 .
Microscopi optic on la llum que incideix sobre la mostra estudiada no la travessa, sind que el mateix lent
il-luminairep la llum emesa per la mostra.
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Annex E
Analisi citogenetic en sang periférica i sang fetal:

Aquestes analisis son proves o tests d'ADN d'estudi prenatal no invasius que

permeten detectar, sense riscos per al fetus, la preséncia d’anomalies en aquest.

Després de I'extraccié de sang, la mostra s'envia a un laboratori, on un professional
I'examina a través d’un microscopi, o també es pot analitzar per mitja d'una maquina
automatica. En la mostra es valora la quantitat i els tipus de globuls blancs sanguinis
i les cél-lules sanguinies anormalment formades per tal de realitzar un calcul

aproximat dels comptatges de globuls blancs i de plaquetes existents.
Sang periferica:

El cultiu cel-lular de sang periférica es realitza amb I'objectiu d’augmentar el nombre
de cel-lules en divisio. Arran del procés d’extraccidé s’obtenen cromosomes amb una

bona morfologia, individualitzats i nets de citoplasma.

La fiabilitat d’aquesta prova és molt alta, propera al 100%. Resulta molt util en
embarassos mudltiples i pot ser aplicada en totes les gestacions aconseguides

després de tractaments de reproducci6 assistida sense cap tipus d’inconvenient.

En el cas de la sang periferica s’analitza I'ADN fetal present en la sang materna el
qual permetent obtenir informacio del nombre de copies dels cromosomes; 9, 13, 16,

18, 21, 22, Xi Y, a més de la presencia de les sindromes de delecié més frequients.

La sang periferica és el teixit perfecte per a analisis citogenetiques per diversos
motius: es poden obtenir un nombre molt elevat de cel-lules en divisi6, és facil

d’aconseguir i a més a més, el seu cultiu no és gaire llarg ni costos.

Respecte a la quantitat de sang periférica que s’utilitza és d’'una concentracio

d’'1 — 2 x10° ceél-lules per mil-lilitre.

Aquestes proves es realitzen a partir de la desena setmana de gestacio, mitjangant

I'obtencié de 10 ml de sang periférica materna o fetal.
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Sang fetal:

L’extracci6 de sang fetal és una técnica d’urgéncia i per aixd el procediment
comencga entre les 18 i les 20 setmanes de gestacid, on primer es realitza la puncio.
A partir d’aquesta puncié abdominal conduida per una ecografia s’obté sang fetal
d’'un vas umbilical. Es realitza més o menys a un centimetre de la insercio
placentaria del cordd umbilical i generalment s’extrauen entre 1 o 2 mil-lilitres de

sang fetal.

El risc de la pérdua fetal depén de I'experiéncia de I'especialista, en aguesta técnica

el percentatge esta al voltant del 2%.

En ser la técnica no invasiva que té el percentatge més alt de perdues fetals, només
s’intenta realitzar aquesta técnica en aquelles pacients que tinguin una indicacié de
risc elevat, com per exemple casos en qué hi ha una sospita de malformacio fetal
durant el segon o tercer trimestre de gestacidé, casos de dubte en el resultat
citogenétic de 'amniocentesi o de la biopsia de corion o altres casos amb un factor
de risc elevat detectat en una edat gestacional massa elevada per a aplicar un cultiu

de liquid amniotic.

Pel que fa a la técnica de cultiu de I'extraccié de sang fetal resulta molt similar a la
de la sang periferica. Els productes que s'utilitzen per fer el cultiu, les técniques
d’extensions i les tincions de bandes G sbén els mateixos. El temps necessari de
cultiu és de 72 hores, tot i que si hi ha molta urgencia, es poden realitzar cultius de
24 0 48 hores.

L’Unica diferéncia que hi ha entre l'analisi de sang periferica i sang fetal és la
quantitat de fitohemaglutinina®* que s’afegeix en el cultiu, en sang fetal la quantitat

és de 0,1 mil-lilitres i en canvi, en sang periférica la quantitat és de 0,2 mil-lilitres.

21 . . epe s . . . . .z
Proteina que s'uneix a sucres amb una elevada especificitat per a cada tipus diferent. La seva principal funcid
és |la de reconeixement, tant en I'ambit molecular com en I'ambit cel-lular.
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Annex F

Estudi citogenétic en avortaments:

Actualment el nombre de dones que queden embarassades en una edat més
avancada ha augmentat. Aquest fet causa un major risc que aquestes gestants
portin un fetus amb alguna anomalia genetica i com a consequencia, el nombre
d’avortaments creix. A més, és destacable comentar que ha disminuit I'index de la

natalitat.

Un avortament és la interrupcié de la gestacio abans que el fetus sigui viable.

Existeixen dos tips d’avortaments: els espontanis i els induits.

Els avortaments espontanis son aquelles en quée es produeix una interrupcio
involuntaria de la gestacid. El periode gestacional en el qual es pot produir aquest
tipus d’avortament és durant el periode embrionari, fins a la vuitena setmana de
gestacié inclosa, i una part del periode fetal, concretament, des de la novena
setmana fins a la vintena. Si es produeix més enlla de la vintena setmana, es

considera mort fetal.

| els avortaments induits sén aquells en que la interrupci6 de la gestaciéo és
voluntaria. Les causes d’aquest tipus d’avortament poden ser meédiques, socials 0
psicologiques. La gestant o la parella davant d’'una anomalia trobada, pot decidir
realitzar una detencié voluntaria de I'embaras. Després que es produeixi la

interrupcio es procedeix a un estudi del fetus i de la placenta.

Els experts consideren essencial realitzar un estudi complet de la gestacio, ja que en
els avortaments és molt important I'estudi de la patologia del desenvolupament i
I'estudi citogenétic, siguin espontanis o induits. Els diagnodstics s’elaboren per mitja
d’estudis morfoldgics, citogenétics histologics, i en casos especifics, microbiologics,
bioquimics i radiologics, per tal de poder resoldre tots els dubtes possibles, informar
a la gestant o a la parella, donar un consell genétic, vigilar una proxima gestacio i
oferir els millors resultats a cada pacient. Fins i tot, permeten estudiar la incidéncia,
els mecanismes de transmissio i el tipus i defectes de les anomalies

cromosomiques.
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Aproximadament entre el 10 i el 15% dels embarassos clinicament reconeguts
acaben en avortament, la majoria d’aquests es produeixen al primer trimestre, i el
50% d’aquests sén efecte de les anomalies cromosomiques. Majoritariament, un
86%, es tracta d’anomalies numériques, un 6% es tracta d’anomalies estructurals i el

8% restant, altres tipus d’anomalies: com mosaics 0 mutacions geniques.

L’anomalia més freqlent en avortaments és la trisomia, la qual representa el 50%
dels avortaments espontanis amb anomalia cromosomica. Hi ha alteracions
cromosomiques que no arriben més enlla del desenvolupament del primer trimestre,
com ara les trisomies 3, 5 0 16 i es paren en forma d’avortament espontani. N’hi ha
d’altres que realitzen tot el desenvolupament i poden detectar-se mitjancant proves
de diagnostic prenatal, perd només una petita quantitat arriba al part, com ara les
trisomies 13, 18 0 21.

Les tecniques citogenétiques que s'utilitzen per a I'obtencié del cariotip en
avortaments varia segons el tipus de teixit que s’estudia. Si es tracta de vellositats
corioniques, el cultiu que es porta a terme és llarg, el temps de durada és d’'unes 24
hores i és un metode directe. Pero si es tracta d’altres teixits, com per exemple, una
mostra de cordé umbilical, la pell, cartilags o un tros de membrana amniotica, el

procés del cultiu és llarg.
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Annex G

Informacid, consell i aspectes étics i legals en el diagnostic prenatal:

1. Totes les gestants tenen dret a una informacié objectiva i clara sobre el risc de
defecte congenit i sobre les possibilitats actuals de les técniques de diagnostic

prenatal.

2. La informaci6 sobre les técniques actuals de diagnostic prenatal ha d’incloure les
seves indicacions i els seus riscs especifics, aixi com les seves possibles

alternatives.

3. Les dones han de signar un consentiment informat de participar en el programa de

cribratge.

4. Ellla professional sanitari/aria ha de tenir una preparacié suficient per poder
executar aquelles proves de forma que els riscos per a la mare i el fetus no

excedeixin els valors maxims aportats estadisticament.

5. Totes les dones han de ser informades del resultat del test del cribratge. Les que
tinguin un resultat positiu han de poder accedir a un professional entrenat per discutir

els segilients passos del procés de diagnostic prenatal.

6. Una vegada rebuda la informacié sobre el resultat de la prova de cribratge i sobre
les caracteristiques de les proves invasives, totes les dones han de signar un

consentiment informat d’acceptacio o rebuig de les esmentades proves invasives.

7. En el cas de detectar alguna alteracié congeénita fetal, la o el professional sanitari

ha d’informar la dona/ parella del pronostic d’aquesta alteracio.

8. En el cas que la dona opti per la interrupcié de la gestacio caldra facilitar la
informacié necessaria per al correcte consentiment informat, que s’haura de
formalitzar per escrit. Amb caracter general, aquesta actuacio la portara a terme el
mateix centre sanitari que realitza la prova invasiva. Excepcionalment, en el cas que
'esmentat centre sanitari no la porti a terme, I'actuacio la portara a terme el centre
sanitari determinat d’acord amb els criteris de derivacio i resolucié d’aquests fluxos

establerts pel Departament de Salut i el CatSalut.
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