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1. INTRODUCCIO






1.1 DEFECTES CONGENITS
1.1.1 DEFINICIO

Es defineix DEFECTE CONGENIT (DC) a tota alteracié morfologica, estructural,
funcional o molecular present en el naixement independentment del seu origen,
localitzacié i moment en que es posa de manifest o es diagnostica. Una malformacio
congenita és un defecte estructural primari que té lloc durant el desenvolupament d'un organ o
teixit. Un 2-3% dels recent nascuts presenten DC durant el primer any de vida.

Els DC poden tenir un origen genetic o ambiental. Des del moment de la concepcié fins
el naixement I'embrid o el fetus esta exposat a diversos agents que poden incidir en el seu
desenvolupament. El rapid avang de la tecnologia generada durant les darreres tres décades
permeten investigar a fons en la salut de I'embrid i del fetus des del moment de la concepci6 fins
el part, detectant un nombre cada cop més gran de DC.

Els DC sén actualment la principal causa de mortalitat perinatal i una de les primeres
causes de morbilitat infantil en els paisos desenvolupats (De Galan-Roosen i col'ls, 1998;
Clementi i Stoll, 2001; Patteden i col*ls, 2010). Sovint produeixen greus discapacitats fisiques i/o
mentals que afecten al individu de per vida. Les implicacions personals, familiars, socials i
economiques dels DC sén molt importants, aix0 implica que des de fa varies decades s'estan
dedicant recursos en la recerca de les seves causes amb la finalitat de prevenir-los. Els DC
individuals son relativament rars, perd en conjunt sén importants per a la salut publica. L'estudi
dels DC és sens dubte un tema de gran interés i actualitat, degut a que aporten informacio
basica que contribueix a aclarir 'etiopatogénia i conseqiientment a planificar una millor actuacié
profilactica i terapeutica.

1.1.2 ANTECEDENTS

Durant molts anys els DC es consideraven successos impossibles de predir, inevitables i
poc freqglients, com a conseqiiéncia d'aixd i perqueé existien altres causes de mortalitat i
morbilitat infantil, des del punt de vista sanitari no eren tractats com a fets rellevants.

Els estudis epidemiologics sobre els DC eren inexistents durant la primera meitat del
segle XX. Probablement el primer investigador interessat en |'epidemiologia dels DC fou Greg
(oftalmoleg australia) que el 1940, observa un increment en la freqliéncia de determinats DC
oculars presumiblement associats a epidemies de rubeola.

Cal assenyalar un fet historic determinant: La catastrofe de la talidomida, que es produi
a comencament de la decada dels 1960, aquest fet va demostrar la necessitat de realitzar
estudis epidemiologics de DC (Zetterstrom i Eriksson, 1987).




Una contribucio en el coneixement de I'etiologia dels DC fou I'aportacié en el 1.959 de
Lejeune i Turpin, que descobriren que la Sindrome de Down era el resultat d'una trisomia en el
parell cromosomic 21. Durant les décades posteriors es van descriure nombroses alteracions
cromosomiques associades a diferents tipus de sindromes malformatives i I'analisi citogeneética
aleshores es converti en rutina en la diagnosi d'aquestes sindromes.

En el decurs dels darrers anys s’ha produit un augment del interes pels DC. Aixo és
degut en part a l'evidencia d’un increment d’aquest tipus de defectes derivats de la introduccié
en el medi ambient de productes toxics i dels descens de la mortalitat per altres causes com les
infeccions o la malnutricid, etc. A més, el descens de la natalitat ha donat lloc a I'exigéncia de
que els nens siguin sans (Dexeus, 1989). A una millora en la prevencié dels DC van contribuir:

1. Les tecniques d'estudi morfologic del fetus en I'Uter per mitja de I'ecografia.
Els estudis bioquimics en serum matern, i els estudis genétics que permeten la
deteccié amb precisidé d’anomalies fetals.

3. El major coneixement de les repercussions de malalties maternes, com la
diabetis, infeccions, etc. sobre el fetus.

1.1.3 CLASSIFICACIO
Els DC es poden classificar atenent a la:

= Gravetat: major o menor.

» Localitzacié: externa o interna.

= Associacions: Uniques o multiples.

» Cronologia: blastopatia, embriopatia o fetopatia.

= Nivell d'organitzacié: deformitat, malformaciod, displasia/dishistogenesi, i
metabolopatia (Taula 1.1).

= Etiologia: genética, ambiental o multifactorial.

S’ha observat que en un mateix individu poden trobar-se diversos defectes que es
relacionen entre si. Aquests son:

1. Associacié malformativa: és quan un individu presenta varies anomalies
relacionades estadisticament, perd que no tenen cap relacid ni etiologica
ni patogenica.

2. Sindrome: és el conjunt d'anomalies originades per la mateixa causa.

3. Segiiencia: és un conjunt danomalies com a conseqliencia d'una
cascada de successos iniciats per un unic factor primari.




Deformitat

Malformacio

Displasia/Dishitogénesi

Metabolopatia

Alteracid morfologica o postural d'una
part de l'organisme causada per factors
mecanics

Anomalia morfologica d’'un organ, part
d'un organ o un area degut a una
alteracio intrinseca de la morfogenesi
Alteracid fonamental localitzada en
I'estructura dels teixits

Alteraci6 basica de  naturalesa
bioquimica i que afecta a un enzim
bloguejant una reaccid6 metabdlica i
alterant la funcié cel*lular

Taula 1.1. Classificacié dels DC d'acord al nivell d'organitzacio

1.1.4 ETIOLOGIA

Peus bots

Fenedura palatina

S. Marfan

Fibrosi quistica

La recerca de les causes dels DC s’ha convertit en un important repte per a la
biomedicina actual. Malgrat el gran avang en el coneixement de la genética humana, promogut
pel Projecte Genoma Huma el mecanisme etiopatogenic dels DC continua essent desconegut

per a molts defectes. Es suggereix que en la majoria dels DC I'etiologia estigui determinada pel
I'accié concurrent i sinérgica de factors ambientals i genetics (Green i Moore, 2006). Les causes
dels DC s6n molt diverses, perd es poden agrupar en les d'origen genétic, les de causa
ambiental i multifactorial. A la Taula 1.2 es mostra les diferents causes dels DC i el percentatge
que representa cadascuna respecte el total (Tumpenny i Ellard, 2007).

ORIGEN dels DC PERCENTATGE (%)

Genetiques

Genic (monogénic) 7,5
Cromosomic 6
CNvV 8
Total 21,5
Ambientals

Infeccions maternes 2
Malalties maternes no infeccioses 2
Farmacs i agents quimics 2
Agents fisics 1
Total 7
Multifactorial 20-30
Desconeguda 41,5-51,5

Taula 1.2. Origen dels DC (Turpenny i Ellard, 2009)

Es pot observar que entre un 38,5 i un 48,5% es desconeix I'agent determinant. Les
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noves tecnologies generades de la recerca del genoma huma han permeés identificar noves
variants genétiques, com les variacions del nimero de copia o CNV associades a fenotips clinics.
Una CNV es defineix com un segment d’ADN d’ almenys 1kb de mida que difereix en el nombre

de copies respecte a una poblacid control. La significacié clinica no esta inclosa en la definicid i
es recomana que una CNV sigui descrita com a patogénica, benigne o de significat incert. En
general es consideren patogeniques les de mida més gran, aquelles que es troben en arees
riques en gens i les “de novo” (Lee i col-ls, 2008; Aston i colls 2008). La tecnica d'array-CGH
permet analitzar seqiiencies curtes fins a 200 Kb, de tot I’ADN genomic i gairebé fins a un
milié de forma simultania, i el seu Us aporta un coneixement molt exhaustiu sobre les variacions
genetiques; Bruno i col-ls (2009) aplicant la tecnica d'array-CGH d‘alta resolucid amb SNP en
una serie de 117 pacients amb DC i/o discapacitat intel*lectual i cariotip normal troben que un
23% dels pacients mostren una CNV considerada patogénica o significat incert. La deteccid
d’aquestes variacions en les CNV suggereixen que aquestes sindromes emergents son
relativament comunes i que col*lectivament podrien contribuir en una proporcié significativa a
explicar la causa en aquells pacients amb DC i/o discapacitat intel*lectual.

1.1.5 AGENTS TERATOGENS

La teratologia és la branca que es dedica a l'estudi de la contribucid de I'ambient al
desenvolupament i creixement embrionari i fetal anormal.

Un teratogen és un agent que pot causar anomalies en la forma o en la funcié en un
embrid/fetus exposat a aquest. Poden produir la mort cel*lular, alterar el creixement tissular o
interferir en la diferenciacié cel*lular o en els processos morfogenetics inclosos els processos
mecanics (Hanson, 1983). El potencial teratogenic d'un agent és variable. Existeixen una serie
de factors que contribueixen a la variabilitat de I'accié d'un teratogen, com son:

1) Dosi.

2) Moment de I'exposicio.

3) Temps d’exposicio.

4) Susceptibilitat de l'individu.
5) Interaccié amb altres factors.

Els agents teratogenics han estat classificats convencionalment en les seglients
categories:
= Agents fisics.
= Agents infecciosos.
= Agents quimics i medicaments.
= Malalties metaboliques i genétiques maternes.




A la taula 1.3 es relacionen alguns exemples d'agents teratdogens, els seus efectes en el

fetus i els DC que poden produir.

Agents fisics:

- Radiacié

- Calor

- Factors mecanics

Agents infecciosos:

- Virus:
Rubeola
Citomegalovirus

Herpes simple

Varicel'la
- Bacteris:
Sifilis
Micoplasma
- Parasits:
Toxoplasma

Agents quimics

i Farmacologics:

- Antibiotic

- Anticonvulsionants
- Citostatics

- Hormones

- Antidepressius

- Anticoagulants

- Vacunes

- Toxics laborals

- Habituals: alcohol
Factors metabolics
i genetics materns

RCIU, microftalmia, SNC
SNC, Sd. Moebius, anomalies posicionals
Potter, exencefalia, reduccions d’extremitats, fenedures facials

RCIU, cataractes, microftalmia, SNC, defectes cardiacs, DI

DI, SNC, corioretinitis, defectes cardiacs, gastrointestinals i
musculoesquelétics

Microftalmia, microcefalia, calcificacions intracranials, persisténcia
conducte arterids

RCIU, microftalmia, DI

Hidrops, hidrocefalia, lesions intracerebrals
Anencefalia

Microftalmia, hidrocefalia, calcificacions
corioretinitis, DI, sordesa

intracranials, cataractes,

RCIU, sordera, anomalies dentals, cataractes, anomalies extremitats
Fenedures facials, defectes cardiacs, urogenitals, extremitats

RCIU, SNC, anomalies musculoesquelétiques, retard psicomotor
Lesions cerebrals, anomalies gastrointestinals, extremitats

Defectes cardiacs, reduccions extremitats

Sindrome warfarina

SNC, defectes cardiacs

SNC, RCIU, avortaments

Ceguesa, retard psicomotor, RCIU, Sd. Alcoholic fetal i DI

Defectes cardiacs, llavi lepori amb fenedura, DI, RCIU, avortaments

Taula 1.3. SNC: Sistema nervids central, RCIU: Retard de creixement intrauteri, DI: Discapacitat
intel*lectual (Jorde i colls, 2003).

1.1.6 REGISTRES DE DEFECTES CONGENITS

Els registres de DC son en l'actualitat la millor eina de les que es disposa per a la
vigilancia epidemiologica. L'objectiu principal dels registres de DC és la monitoritzacid regular i
sistematica dels defectes i 'analisi d'associacions entre factors ambientals i certs tipus de DC.

Una de les principals raons per posar en marxa un sistema de monitoritzacié de DC, és

5



per establir la prevalenca en una poblacid definida i identificar possibles augments d'un
determinat tipus de defecte congenit o grups de DC el més aviat possible. A més a més permet
cercar DC de baixa fregiiencia i detectar possibles agents teratdogens nous.

Els principals objectius d'un registre de DC son:

1. Vigilancia epidemiologica: quantificacié del nombre de casos, i estudi de tendencies de
les frequiéncies.

2. Avaluacié i planificacié dels serveis sanitaris.

3. Investigacio etiologica: estudi de factors de risc desconeguts i control d'exposicions
localitzades.

Existeixen dos tipus de registres de DC, els de base poblacional i els de base
hospitalaria. En els de base poblacional s‘assumeix que la poblacié dinterés esta
geograficament definida i que esta associada als mateixos factors de risc. En els de base
hospitalaria les dades obtingudes estan influenciades pels tipus d’ hospitals que participin, el
grau d'especialitzacid i si son centres de referencia.

1.1.6.1 Registres espanyols de base poblacional
= Registre de DC de la ciutat de Barcelona

El registre de DC de Barcelona és un projecte coordinat des del Servei d'Informacio
Sanitaria de I'agéncia de Salut Publica de Barcelona (www.aspb.es/quefem/). Aquest registre
va comencar a funcionar al gener del 1992. Inclou naixements vius i morts i interrupcions
voluntaries de I'embaras (IVE) de la ciutat de Barcelona que es recullen de 18 maternitats,
centres de genética i comités de DC. Es un registre tipus cas-control i recull informacié per una
mostra de controls formada pel 2% dels naixements sense DC. La taxa global de casos amb DC
en el periode 1992-2006 va ser del 2,1%. Aquest registre va obtenir una taxa de deteccié global
prenatal de DC del 60% (2004-2007), 48% dels quals es van detectar abans de la setmana 23
de gestacio (2006). La taxa de deteccié prenatal per a la Sindrome de Down al 2007 ha estat del
80%. Aquest registre mostra dades sobre la poblacié control de la ciutat de Barcelona on
s'observa que la proporcié de gestants sotmeses a una prova invasiva ha augmentat al llarg del
temps arribant al 70,4% al 2004 (www.aspb.es).

= Registre de DC d’Asturias

El registre de DC d'Asturies és un projecte que es va iniciar a Iany 1990 i esta coordinat
per la “Consejeria de Sanidad del Gobierno del Principado de Asturias”. A I'igual que I'anterior és
un registre de base poblacional que inclou tots els naixements vius o morts i interrupcions
voluntaries de I'embaras que es recullen de vuit maternitats. Es un registre cas-control i es
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recullen controls en quatre maternitats. La taxa global de DC és del 2,9% i de deteccid prenatal
d’ aproximadament el 41,1% en el 2004 (Mosquera i col-ls, 2009).

= Registre de DC Pais Basc

El registre de DC del Pais Basc va sorgir com iniciativa del “Departamento de Sanidad del
Gobierno Vasco” i la col*laboracié de la Sociedad Vasco-Navarra de Pediatria al 1989. Es un
registre de base poblacional que inclou tots els naixements vius o morts i interrupcions
voluntaries de I'embaras d’un total de 19 matemitats. La taxa global de DC és del 1,9% (1997-
2006) i de deteccid prenatal d’ aproximadament el 34,4% en el 2006 (Portillo, 2005).

= Registre de DC del Vallés

El registre de DC del Valles és un projecte que es va implementar a l'abril del 1991 i ha
estat financat per diverses ajuts del “Fondo de Investigaciones Sanitaries”. La poblacio objecte
del registre es controlar tots els naixements vius i morts i IVEs de mares residents als municipis
del Valles, que és al voltant d'un milié d'habitants. S'ha exclos el municipi de Montcada i Reixac
donat que la majoria dels naixements tenen lloc a Barcelona (Salvador i col-ls, 1998).

Es registren tots el casos des del periode prenatal fins els primers dies de vida. Per
aquells defectes detectats durant el periode prenatal s'ha fet un seguiment per confirmar el
defecte tant en el neonat com en la IVE a través de la necropsia .

1.1.6.2 Registres espanyols de base hospitalaria

L" Estudio Colaborativo Espafiol de Malformaciones Congénitas (ECEMC) funciona a
Espanya des del 1976, és un registre de base hospitalaria que inclou els naixements vius i
morts, pero no inclou les interrupcions voluntaries de I'embaras tenint una cobertura del 21,5%
de tots els naixements espanyols (http://iier.isciii.es/er/html/erciac.htm). Les dades
obtingudes provenen dels 146 hospitals participants que col'laboren voluntariament. La
prevalenca global de DC d’aquest registre fins desembre del 2008 és de 1%. Les principals
limitacions d'aquest estudi son, el no recollir les interrupcions voluntaries de I'embaras que
donat lincrement en la taxa de deteccid prenatal per a certs DC pot representar una alta
proporcid de casos i la derivacid d’'embarassos de risc cap a hospitals de referéncia amb la
manca de seguiment i confirmacid del diagnostic.
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1.1.6.3 Registres internacionals

= |CBDMS

La primera organitzacié internacional de registres de DC fou el International
Clearinghouse for Birth Defects Monitoring System (ICBDMS). Va comencar a funcionar al 1974.
Actualment recull informacio de 44 registres de 37 paisos d’Ameérica del Nord i Sud i d’Europa.
Els registres que hi participen recullen els casos a nivell poblacional o a nivell hospitalari
(www.icbdsr.org). La prioritat estratégica d’aquest registre és la vigilancia i el intercanvi de
dades de DC entre els diferents registres promovent definicions d’uns certs tipus de DC, aixi
com la coordinaci6 de projectes de recerca entre els diferents participants,
(http://www.icbdsr.org/filebank/documents/ Report2007.pdf).

= EUROCAT

Al 1979 es va crear una iniciativa similar que va agrupar alguns registres europeus el
“European Registration of Congenital Anomalies and Twins” (EUROCAT) en l'actualitat consta
de 43 registres de 20 paisos. A diferencia d° ICBDMS recull solament registres de base
poblacional, es a dir es basen en registres que recullen els casos sobre una poblacid definida.
Cobreix una poblacié de 1.500.000 de naixements anuals, aix0 representa una cobertura de
29% dels naixements a Europa. Aquest registre cobreix malformacions estructurals, anomalies
cromosomiques, desordres metabolics i altres malalties hereditaries. No hi ha limit en quan a
I'edat de deteccié dels DC.

EUROCAT és una accid concertada de la Unié Europea per a la vigilancia epidemiologica
dels DC. La coordinacié d'EUROCAT esta financada per la Unid europea i esta coordinada a
través d'un responsable (Project leader). En l'actualitat la seu del registre central esta
localitzada en el Servei de Epidemiologia en la Universitat de I Ulster a Irlanda
(www.eurocat.ulster.ac.uk).

La prevalenca global de DC de 2004-2008 va ser de 2,3% i les prevalences dels DC més
freqlients es mostren a la taula 1.4.
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DC Prevalenca
10.000 naixements

Sistema Nervios Central 24,08
ull 3.71
Orella, cara i coll 2,27
Cor 71,47
Sistema respiratori 5,5
Fenedures facials 15,62
Sistema digestiu 15,74
Defectes de la paret abdominal 6,41
Sistema urinari 29,5
Genitals 17,7
Extremitats 38,4
Musculoesquelétics 8,67
Sindromes malformatives per teratogens 1,3
Sindromes genetiques 5,7
Sindromes cromosomiques 35,7

Taula 1.4 Prevalenca dels DC més freqlients (Www.eurocat.ulster.ac.uk)

En la taula 1.5 s'observen les taxes de deteccid prenatal per alguns DC durant el periode

1980-2006.

Defecte congenit N°© Casos Casos diagnosticats
prenatalment
No cromosomics
Anencefalia 953 919 (96%)
Espina Bifida 1575 1155 (73%)
Transposicié de grans vasos 972 320 (33%)
Cor esquerre hipoplastic 702 499 (70%)
Gastrosquisi 909 778 (86%)
Agenesia renal bilateral inclos Sd. Potter 312 270 (87%)
Cromosomics
Sindrome de Down 5877 2994 (51%)

Taula 1.5. Freqliencia mitjana de deteccié prenatal de 2004-2008 (www.eurocat.ulster.ac.uk)

1.2 ANOMALIES CROMOSOMIQUES

1.2.1 INCIDENCIA I TIPUS

La incidéncia de les anomalies cromosomiques varia depenent del moment en que
s‘analitzen. Un 0.65% dels recents nascuts (Hsu, 1992), i entre un 50-60% dels avortaments
espontanis presenten una alteracié cromosomica (Boue i Boue 1985; Morales i colls, 2008). La
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freqliéncia d’anomalies cromosomiques en amniocentesis és al voltant del 3,5% (Caron i col'ls,
1999; Boormans i col-ls, 2010) i varia segons I'edat materna oscil*lant des d’'un 0,48% a l'edat
de 33 anys fins 8,3% a l'edat de 45 anys (Hsu, 1998). La cromosomopatia més freqiient és la
trisomia 21, trisomia 18 i aneuploidies dels cromosomes sexuals. La freqiiencia d‘anomalies
cromosomiques en recent nascuts amb un o més DC esta augmentant amb |'aplicacié de noves
tecnologies. En un estudi en recent nascuts amb DC i cariotip normal amb hibridacié in situ
fluorescent (FISH) amb sondes subtelomeriques s’ha trobat que un 10% dels pacients tenien un
desequilibri (Rodriguez i i colls, 2008). Alguns estudis estan realitzats quan hi ha algun tipus de
DC especific, com per exemple en fenedures facials on es troba que un 9% presenta una

anomalia cromosomica (Tolarova i Cervenka, 1998) o bé en nadons amb atresia de coanes on
es troba un 6% o un 10% en recent nascuts amb anoftalmia o microftalmia (Harris i colls,
1997; Kallén i Tornqvist, 2005).

1.2.1.1 Aneuploidies

El tipus d'anomalia cromosomica constitucional més freqlient és la numerica i en concret
les trisomies autosomiques 21, 18, 13 i les que afecten als cromosomes sexuals (47,XXY;
47 XXX; 47,XYY i 45,X). L'origen de les aneuploidies és principalment la no disjuncié a meiosi o
en mitosi post-zigotiques. L'origen parental de les aneuploidies varia en funcié del cromosoma
implicat. Aixi per les trisomies 21, 18 i 13 son d'origen matern en un 90% dels casos i entre les
trisomies sexuals més freqlents, la 47,XXX és d’origen matern mentre que el 50% dels 47, XXY
i el 80% dels 45,X son d'origen patern.

1.2.1.2 Anomalies cromosomiques estructurals

Les anomalies estructurals es produeixen per trencaments dels cromosomes originant
fragments cromosomics que poden perdre’s o intercanviar-se, o per problemes en la reparacio.
La perdua de gens o el possible canvi d’activitat génica poden produir disfuncions cel*lulars.

Cadascuna de les anomalies cromosomiques estructurals pot considerar-se Unica ja que,
encara que els punts de trencament observats al microscopi, es trobin a la mateixa banda,
poden estar separats entre si per varies megabases (Warburton, 1991). La perdua o duplicacié
de segments cromosomics d’una mida semblant pot tenir conseqliencies molt diferents depenent
dels nombre i funcié dels gens que es localitzen en aquestes regions.

Les anomalies estructurals representen un 10% de totes les alteracions cromosomiques i
poden ser equilibrades i desequilibrades (Hsu, 1992). Les més freqlients son les equilibrades i es
troben en un 2% dels recent nascuts i en un 5% dels embrions/fetus analitzats per diagnostic
prenatal. Les desequilibrades es troben en un 0.04% dels nounats i entre un 0.06% i un 0.4%

10



en les series de diagnostic prenatal (Hsu, 1992; Jacobs i colls, 1992; Yu i colls, 1997; Bugge i
col-ls; 2000, Han i col-ls, 2008).

Els principals tipus d‘anomalies estructurals son: translocacié reciproca, translocacio
robertsoniana, inversio, delecid, duplicacid i cromosoma marcador. Les alteracions estructurals
més freqlients son les translocacions. Les freqlieéncies en la poblacié general es mostren a la
taula 1.6 (Shaffer i Lupski, 2000).

Alteracié cromosomica Fregiiéncia en la
Translocacio robertsoniana 1 en 1000
Translocacid reciproca 1 en 265
Cromosoma marcador 1 en 2000
Delecié terminal Al menys 1 en 5000
Delecio intersticial Al menys 1 en 4000
Duplicacié intersticial Al menys 1 en 4000

Taula 1.6. Freqliencies d'anomalies estructurals (Shaffer i Lupski, 2000).

En general, les alteracions autosomiques s'associen a fenotips més severs que les que
afecten als cromosomes sexuals i els fenotips de les delecions son més severs que els de les
duplicacions.

Es calcula que quasi el 10 % de les anomalies estructurals equilibrades i un nombre molt
gran de les desequilibrades s'associen a alteracions del fenotip (Crolla, 1996; Brewer i col, 1998 i
1999; Bugge i col, 2000; Schaffer i Lupski, 2000; Li i col, 2000). Les caracteristiques cliniques
son retard de creixement intrauteri, discapacitat intellectual, dismorfies, alteracions
neurologiques, DC i infertilitat.

Actualment, I'array- CGH (hibridacion gendmica comparada) és una eina de citogenética
molecular molt valuosa per a la deteccié de desequilibris genomics i s’ha aplicat a diverses
series de pacients amb discapacitat intel’lectual, retard del desenvolupament, trets dismorfics i
multiples DC. Dins les séries més recents, Lu i col-ls (2007) estudien pacients amb DC i/o trets
dismorfics mostrant un 8,4% de desequilibris genomics, essent la taxa més alta de tots els
grups inclosos en el seu estudi. Shaffer i col-ls, (2008) en una serie de nadons fins els tres
mesos de vida amb un o mes DC amb cariotip normal o sense cariotip troben un 11.4%
d’anomalies genetiques clinicament rellevants amb I'is d’un array. Altres séries van mostrar un
16,9% de desequilibris gendmics en una poblacié fenotipicament anomala (Aston i col-ls, 2008).
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Apliguant la tecnica d‘array d‘alta resolucié amb SNP (single nucleotide polymorphism), en una
serie amb DC i/o discapacitat intel*lectual i cariotip normal es va trobar que un 15% presenten
una CNV patogénica (Zahir i Friedman, 2007; Bruno i col-ls, 2009). Ahn i col-ls (2010) troben un
26% de desequilibris genomics en el grup de casos amb cariotip normal i un 22% en pacients

on s'aplica l'array com a test de primera linia.

1.2.2 ANOMALIES CROMOSOMIQUES EN PERDUES GESTACIONALS

S’ha estimat que entre un 30 a un 60% de les concepcions no finalitza el seu
desenvolupament intrauteri i que més del 60% presenten una anomalia cromosomica (Boué i
col-ls, 1985; Creasy, 1988, Eiben i colls, 1990, Morales i col-ls, 2008).

Un embaras pot finalitzar en qualsevol moment, des del zigot fins el naixement, pero es
pot considerar que les perdues gestacionals succeeixen durant els segiients tres periodes:

a) molt tempranament, des de la concepcié fins el moment en que es
reconeix clinicament la gestacid, a les 4-6 setmanes.

b) fins a la meitat de la gestacié, des del reconeixement clinic de la
gestacio fins el final del segon trimestre.

¢) avangada la gestacio, que es correspon amb el tercer trimestre.

Durant molts anys s’ha descrit la utilitat dels estudis de pérdues gestacionals i de
I'analisi de les causes de la mort i el seu impacte en la reproduccid de la parella. Les dades de
les perdues gestacionals a vegades son confuses per la manca del seu registre, per les
variacions que hi ha en les definicions o per la interpretacié de les definicions de les morts
avantpart, per la inclusié de les morts intrauterines amb morts postnatals i per la manca
d’estudis necropsics i/o placentaris. Hi ha estudis que mostren que al voltant del 50% de les
autopsies fetals estan per sota dels estandards de qualitat requerits. Es per aixd que els
patolegs pediatrics mantenen la idea de que tota pérdua fetal requereix d'una autopsia i
aquesta és significativament diferent de la que es practica a un adult. La proposta d’aquests
estudis deuria estar dacord amb el concepte de “unitat materno-feto-placentaria” que
proporciona l'evolucié del creixement i desenvolupament fetal, i inclou un examen detallat de la
placenta, que ajuda a establir la causa de la mort i proporciona una guia pel maneig en futures
gestacions (Magee, 2001). En avortaments de primer trimestre amb una anomalia
cromosomica s’ha descrit una histologia placentaria anomala. També s’ha descrit una apoptosi
cel'lular augmentada en el villi de perdues gestacionals (Kokawa, i col-ls, 1998). Qumsiyeh i
colls (2000) van realitzar un estudi en perdues gestacionals que inclou I'estudi cromosomic en
placenta, pell i cordd umbilical i estudis de proliferacié cel*lular per mitja dimmunohistoquimica
i apoptosi, i troben una disminucié de la proliferacié en I'estroma del villi i cordé umbilical i un
augment de I'apoptosi en I'estroma del villi en aquells fetus amb anomalies cromosomiques en
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comparar amb fetus amb cariotip normal.

Hefler i col-ls, (2001) van investigar el interés de I'autopsia postnatal i de I'examen de la
consulta genetica clinica en una serie de 139 fetus morts de més de 20 setmanes de gestacidé
en un hospital universitari. L'interés estriba en que sén escasses les dades existents i varien
segons els hospitals i els diferents programes i protocols de morts fetals. L'estudi va mostrar
que la necropsia es duia a terme en el 96% dels casos, una taxa molt més alta que altres series
publicades i per contra només un 12% van demanar visita a la unitat genetica. La Unica
caracteristica demografica que troben aquests autors relacionada amb la sol*licitud de consulta
genética és l'edat de la mare (30 anys vs 25anys). Malgrat hi ha poques dades publicades sobre
la utilitzacié del serveis de genética en aquests casos, és molt important I'analisi del pedigri, la
deteccid de petites anomalies i oferir un consell genétic.

L'estudi etiologic de les pérdues gestacionals es classifiquen en les seglients categories:
= Fetus de qualsevol edat gestacional en els que es sospiti d'una malformacio

externa o interna.
= Fetus amb retard de creixement intrauteri.
= Fetus macerats (degeneracio dels teixits fetals).
= Fetus en els que hi ha historia materna d‘altres pérdues gestacionals.
= Fetus amb hidrops no immune o amb seqiiéncia d’oligoamnis.
= Fetus sense causa aparent de la mort.

Els estudis fetals rutinaris haurien d’incloure: analisi de I'historia obstétrica i materna,
examen fisic, fotografies, un estudi necropsic complet que inclogui I'estudi de la placenta, estudi
cromosomic, cultius bacterians i virics, radiografies esquelétiques, i altres estudis, com per
exemple els metabolics, quan es donen determinades circumstancies (Curry i Honoré, 1990). El
col*legi america d’obstetres i ginecolegs (ACOG, 2007, 2009) ha editat una guia on es descriu el
protocol a seguir en cas d'una mort avantpart i postpart, on s’inclou I'estudi citogenétic, de
manera que cada hospital utilitzi aquesta guia per constituir un equip professional de referencia
i un protocol de maneig i avaluacié de la mort fetal. Per poder establir la correlacié clinica-
patologica, la causa de la mort i proveir d'un consell apropiat a la familia, es recomana un equip
de obstetres, patolegs, pediatres, neonatolegs i genetistes. Aquesta guia suggereix una primera
avaluacié de la mort fetal per un genetista, neonatoleg o patoleg ja que pot ajudar a tot I'equip
a coordinar tant I'avaluacié com el seguiment.

Les principals causes de la mort de les perdues gestacionals son:
mecaniques/disruptives, infeccions, DC, anomalies placentaries, immunologiques, neoplasiques i
metaboliques (Petersson i col-ls, 2002).
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1.2.2.1 Incidéncia

1.2.2.1.1 Avortament espontani

Avortament espontani: Es la interrupcid de 'embaras abans de la vintena setmana de
gestacié o quan el fetus presenta un pes inferior a 5009 de pes.

Aproximadament un 50-60% dels avortament espontanis presenten anomalies
cromosomiques (Creasy, 1988; Eiben i col-ls, 1990; Minelli i col-ls, 1993; Salafia i colls, 1993;
Galan i colls, 1994; Griffin i colls, 1997; Gardner i Sutherland, 2004; Morales i col-ls, 2008).
Aquesta xifra varia atenent a I'edat gestacional en la que te lloc la pérdua, essent superior en
els estadis inicials dels desenvolupament i va disminuint a mida que augmenta l'edat
gestacional. Aixi entre la segona i setena setmana de gestacid la freqiéncia d‘anomalies
cromosomiques és del 66% i entre la setmana 8 i 12 del 23% (Boué i Boué, 1985).

Un 95% de les anomalies cromosomiques son numeériques, entre un 10% son
estructurals, i altres anomalies com mutacions en un gen i el mosaicisme son els responsables
del 8% dels avortaments de primer trimestre (Goddijn i Leschot, 2000). L'anomalia
cromosomica més freqlient és la trisomia, al voltant del 50%, i dins d’aquesta la trisomia del
cromosoma 16 correspon a una tercera part, un 20% a una monosomia X i un 20% son
triploidies (Morales i col'ls, 2008).

La técnica de CGH en metafases ha representat una alternativa a la citogenética
convencional per a la detecci6 de desequilibris cromosomics sobre tot quan no s'obtenen
metafases. Daniely i colls (1998 i 1999) i Bell i colls (2001) utilitzen la CGH en metafase en
avortaments i comparen el resultat amb |’ obtingut per citogenética convencional, obtenint una
correlacié en el 75% i 100% respectivament. Fritz i col-ls (2001) apliquen CGH en avortaments
d’entre 7 i 12 setmanes de gestaci6 en els que no s’havia obtingut un cariotip, diagnosticant-se
un 65% d’‘anomalies citogenetiques i sols en un 5% dels casos no es va obtenir el resultat
degut a una mala hibridacio.

Darrerament s’ha descrit que l'aplicacid de l'array-CGH en avortaments de primer
trimestre ha permes detectar aneuploidies i desequilibris en el genoma. Schaeffer i col*ls (2004)
estudiant 41 pérdues gestacionals de edat gestacional <20 setmanes identifica un 41,5% de
casos amb anomalies i a més detecta alteracions que no van ser detectades pel cariotip en un
9.8% dels casos. Benkhalifa i col*ls (2005) estudiant 26 mostres de avortaments de primer
trimestre troben un 57.7% de casos amb anomalies, un 20% de les quals corresponen a
anomalies estructurals. L'estudi en 20 avortaments entre 5 i les 12 setmanes de gestacié amb
cariotip normal només detecta un 10% de desequilibris gendomics (Shimokawa i col*ls 2006).
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1.2.2.1.2 Mort fetal intrauterina i mort fetal postpart

Mort fetal intrauterina: Es la mort fetal després de la setmana 20 de gestacid, o quan el

fetus presenta un pes superior a 500g i es produeix en el 1% de les gestacions. En anglés
correspon al terme stillbirth.

Mort fetal postpart: Es la mort d'un fetus després de la setmana 20 de gestacié que neix

viu.,

Sén poques les series que estudien sobre les anomalies cromosomiques en perdues
gestacionals a partir de les 20 setmanes de la gestacié (Machin i Crolla, 1974; Kuleshov, 1976;
Alberman i Creasy, 1977; Sutherland i colls, 1978; Boué i Boué, 1985; Khare i col-ls, 2005; Li i
colls, 2006; Kortweg i col-ls, 2008). La freqliencia d’anomalies cromosomiques és al voltant del
6%. Aquesta incidéncia augmenta en aquells fetus macerats o0 amb malformacions arribant al
13%. Les anomalies cromosomiques més freqlients sén les trisomies 13, 18, i 21 i la
monosomia X. Encara que es coneixen les dificultats de creixement cel*lular en aquests tipus
de mostres tots els autors assenyalen la importancia d'incloure els estudis citogenétics de les
pérdues gestacionals per la seva transcendéncia en les successives gestacions (Pauli, 2010).

Christiaens i colls (2000) apliquen CGH en metafase en un grup de 16 pérdues
gestacionals en els que ja es coneixia el cariotip fetal, troben una concordanca en el 93% dels
casos, no es va confirmar un cas d’'una delecié a 18p11. La CGH te la limitacié de no detectar
triploidies, una anomalia cromosomica que habitualment es diagnostica dintre de les morts
fetals, pero és una alternativa quan no s'obté creixement en I'estudi citogénetic convencional.
Tabet i col-ls (2001) apliquen CGH a una serie de nou casos d'avortaments de primer trimestre,
tres morts fetals i vuit IVEs de fetus malformats obtenen una taxa de concordanca del 85.7%
amb el cariotip. Goemaere i col-ls (2010) apliquen CGH retrospectivament en nounats morts
avantpart malformats a partir de teixits parafinats obtenen resultat en el 90% dels casos.

Le Caignec i col'ls (2005) utilitzant array-CGH en nou casos malformats de morts fetals
intrauterines amb cariotip prenatal normal, detecten un cas (11%) amb una duplicacié 10qtel
en un fetus amb atrésia esofagica, agenésia unilateral de ronyd i polisplénia. L'utilitzacié de
I'array-CGH en fetus morts avantpart amb muiltiples DC i amb cariotip normal o sense cariotip
va mostrar un 13% d‘anomalies genomiques (Raca i col*ls, 2009, Warren i col'ls, 2009).

Khare i col-ls (2005) proposen a aquelles gestants amb un diagnostic de mort fetal
intrauterina realitzar una técnica invasiva per I'estudi del cariotip fetal, mitjangant amniocentesi
0 biopsia de corion, abans de realitzar la induccié del part i la presa d'una biopsia de pell.
Aquests autors aconsegueixen una taxa d'éxit de cultiu del 90% per les amniocentesi, 100%
per la biopsia de corion i del 13.5% per la biopsia de pell. Amb aquest protocol s'aconsegueix
una taxa d'exit de cultiu superior a les descrites a altres series on es cultiven teixits fetals o
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placenta. Aquest estudi proposa I’ utilitzacié d’aquest procediment encara que I'is de técniques
invasives davant d’'un diagnostic de mort fetal podria ser gliestionat donat que requereix de
més recursos humans, perd alhora podrien ser compensats per 'augment del percentatge de
casos amb resultat. Per aquells casos en els que no es pugui realitzar una tecnica invasiva la
millor opcid sera l'eleccié d'una biopsia de placenta de la cara fetal. Bryant Borders i col-ls
(2009) comparen els resultats citogenétics utilitzant teixits fetals i amniocentesi obtenint una
taxa d'éxit de cultiu del 77.8% i del 100% respectivament.

1.2.2.1.3 Interrupcid voluntaria de I'embaras (1VE)

Interrupcié voluntaria de I'embards: Es la interrupcid de I'embaras induida per
medicaments en aquells casos amb una deteccié prenatal d'una o més malformacions, d’un
cariotip anomal o per causes maternes. En anglés correspon al terme induced abortion (IA) o
termination of pregnancy (TOP).

Les anomalies cromosomiques presents en les IVEs estan relacionades amb aquelles
anomalies observades en el diagnostic citogenétic prenatal de primer i de segon trimestre fins
a les 22 setmanes de gestacid. Rodgers i colls (1996) van observar un 48% d’anomalies
cromosomiques.

S’ha descrit una associacid entre el metode obstetric per finalitzar la gestacid i la taxa
d’exit de cultiu citogenetic. Winsor i col-ls (2005) analitzen el métode per a la finalitzacié de la
gestacié entre la setmana 15-24 de gestacid i amb diagnostic fetal de DC per mitja de
I'ecografia prenatal o amb un cariotip fetal anomal i que el fetus estigui viu a I'hora de la
interrupcid. Els métodes han estat: injeccid intraamniotica de prostaglandines, misoprostol
vaginal, o misoprostol oral. L'estudi citogenétic es va realitzar a partir d'una mostra de cordd
umbilical. Aquests autors troben una taxa d'éxit de cultiu del 52.8% quan la finalitzaci6 de la
gestacié és amb prostaglandines, d'un 83% quan s'utilitza misoprostol oral i del 90% amb
misoprostol vaginal. Es conclou que I'exposicié de determinades drogues que s'utilitzen per a la
finalitzacié de la gestacidé sén un factor molt important que influeix en la taxa d'éxit de cultiu
citogenétic, en especial I'is de prostaglandines que podrien tenir un efecte advers en el cultiu
cel'lular. La utilitzacid6 de misoprostol seria un factor favorable molt més important per
aconseguir el cultiu citogenétic que no pas el tipus de mostra utilitzada o el temps transcorregut
en arribar la mostra al laboratori.

Le Caignec i col'ls (2005) utilitzant array-CGH en 41 IVEs de fetus malformats amb
cariotip prenatal normal mostra 17% casos amb desequilibris genomics: quatre delecions (del
(22)(q11.2), del(15)(qgtel), del(6)(qgtel), del(16)(g23)) i tres duplicacions (2 casos de
dup(10)(qtel), dup(18)(q)). Aquest estudi és el primer en aplicar aquesta tecnologia en mostres
congelades de fetus malformats procedents d'IVEs i morts fetals intrauterines. Mes recentment
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s’ha publicat un estudi de 39 fetus amb malformacions procedents d'IVEs (Vialard i col-ls, 2009),
on apliquen un array-CGH que inclou 387 loci humans amb seqliencies telomeériques i
sequiéncies de gens relacionats amb microdelecions. En tots els casos excepte dos el cariotip va
ser normal. En el grup de 37 fetus amb cariotip normal troben un 11% d’anomalies i les dues
anomalies van ser caracteritzades amb larray com 46X, der(Y)t(Y;20)(q12;q11) i
46,XX,der(9)t(9,11) (p22;p15), identificant en total un 15.4% d'anomalies.

1.2.3 ANOMALIES CROMOSOMIQUES RARES

Es defineix anomalia cromosdmica rara aquella que és poc freqient i es disposa d'una
informacid clinica limitada en la literatura. S'exclouen les trisomies autosomiques 13, 18 i 21, les
aneuploidies dels cromosomes sexuals, les translocacions reciproques i robertsonianes (Al-
Kouatly i col-ls, 2002).

Quan es diagnostica una anomalia cromosomica freqient, com la trisomia 21, 18 ¢ 13
que s'assignen a un fenotip conegut en el nadd, els pares compten amb una informacié del
fenotip especifica relacionada amb I'anomalia detectada (Benacerraf, 1996). Pel contrari quan es
detecta una anomalia rara resulta dificil poder oferir un consell genétic acurat a la parella. La
freqliencia de les aneuploidies rares i de les anomalies cromosomiques estructurals de novo,
encara que individualment sén poc freqlients, tenen una contribucié significativa en el global de
les anomalies cromosomiques detectades en diagnostic prenatal. Grati i colls (2010) en un
estudi conclouen que aproximadament el 50% dels cariotips anomals amb un fenotip clinic
rellevant no son detectats mitjangant els programes de cribatge prenatal no invasiu.

S’ha correlacionat les troballes ecografiques prenatals i les anomalies cromosomiques
rares (Al-Kouatly i col-ls, 2002; Dighe i col-ls,2009), reportant-se I'associacié dels defectes de tub
neural i les anomalies cromosomiques estructurals (delecions i duplicacions) (Chen CP (2007).

Hume i colls (1995) descriuen que un 34% dels diagnostics citogenétics prenatals
corresponen a trisomies rares, cromosomes marcadors i reorganitzacions estructurals i
heretades. Aquests autors conclouen que les anomalies ecografiques prenatals detectades son
més freqlients en aquest grup d'anomalies que en les anomalies més freqiients, indicant la seva
importancia clinica. Un altre estudi va mostrar que del total de les anomalies diagnosticades un
20% corresponien a cromosomopaties rares, no obstant alguna d’elles podria considerar-se com
a anomalia cromosomica freqiient donat que corresponen a mosaicismes de Sindrome de Turner
i Down. D'altra banda I'avaluacié del diagnostic prenatal en el registre de DC d’Atlanta va mostrar
una freqgliencia mes baixa (7,1%) d‘anomalies cromosomiques rares (Cragan i Gilboa, 2009).
Quan es diagnostica una anomalia cromosomica rara el prondstic probablement sera advers tant
si es diagnostica una malformacié ecografica prenatal com si el fetus és aparentment normal, no
obstant poder predir el pronostic a llarg termina continua essent dificultds (Silver i col-ls, 1999).
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Clementi i col-ls (2006) suggereixen que les parelles que opten a una tecnica invasiva
haurien de rebre una consulta informativa prévia sobre la possibilitat de la deteccid i de les
consequencies cliniques d'aquestes anomalies rares tot i que és dificil ja que no hi ha suficients
genetistes clinics.

L'aplicacié de l'array-CGH en diagnostic prenatal permet detectar noves anomalies poc
freqlients i @ mes les alteracions diagnosticades en fetus amb malformacions sén diferents a les
alteracions que es detecten en les séries de casos malformats postnatals (Tyreman i col-ls, 2009;
Valduga i colls, 2010). Només un 40% de les CNVs patogéniques identificades en fetus que
presentaven defectes cardiacs greus inclouen sindromes per microdelecié previament descrits
(Tyreman i col-ls, 2009). Es necessari dur a terme estudis addicionals en fetus malformats amb
la finalitat de facilitar la implementacié d’'un array més sensible (Valduga i col-ls, 2010).

1.2.4 LA SINDROME DE TURNER

La Sindrome de Turner (ST) és una anomalia cromosomica freqlient causada per la
perdua completa o parcial del cromosoma X en totes les cél*lules o en mosaic. La ST va ser
descrita per primera vegada a I'any 1938, afecta a les dones presentant-se en 1/2500 de les
nenes en néixer (Hsu, 1998). Un 15% dels avortaments espontanis i un 3% de morts fetals
presenten un cariotip de 45,X. S’ha estimat que Unicament el 1% dels embrions amb un cariotip
45,X naixen (Cockwell i col-ls, 1991). La taxa de mort fetal entre la 12 i 40 setmana de gestacid
en els fetus amb ST és del 80% (Nicolaides, 2004). En les séries de diagnostic prenatal la
freqliencia de ST en vellositat corial és 0.4% i en liquid amniotic del 0.18% (Gravholt i colls,
1996). La prevalenca de ST és de 1/1500 a les 12 setmanes de gestacié, 1/3000 a les 20
setmanes i de 1/4000 a les 40 setmanes.

L'espectre clinic de la ST és molt ampli, des de greus cardiopaties fins a defectes menors.
Alguns individus amb la ST presenten poques caracteristiques cliniques mentre que daltres en
presenten bastants. Practicament tots els casos afectes amb ST presenten baixa estatura i
disgenésia gonadal entre altres anomalies de diferents sistemes (Taula 1.7). La incidéncia dels
diferents tipus de malformacions varia segons les diferents séries. També poden desenvolupar
diabetis tipus 2 amb un risc dues vegades superior a la poblacié general (Gravholt, 1998 i 1998).
Holl i colls, (1994) observen que d'un total de 300 pacients estudiats un 32% presentaven
resisténcia a la insulina. La sindrome plurimetabolica de les pacients amb ST inclou resisténcia a
la insulina, dislipemia i hipertensio. Bondy i col-ls (2007) han elaborat una guia per a I'avaluacio i
el tractament de les nenes i dones amb Sindrome de Turner.
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Sistema Anomalia Incidéncia
Esquelétic Baixa estatura 100%
Escoliosi/cifosi ~40%
Osteoporosi 50%
Cubitus valgus 45%
Reproductiu Disgeneésia gonadal 95%
Infertilitat 98%
Gonadoblastoma 3%
Cardiovascular Coartacié d'aorta 5%
Valvula aortica bicuspide 15%
Hipertensid 25-40%
Renal Ronyd ferradura 35%
Neurologic Visi6 espaial 70-80%
Comportament 70-80%
Sordesa 30%
Endocri Hipotiroidisme 35%
Intolerancia a carbohidrats 35-40%

Taula 1.7. Trets clinics de la Sindrome de Turner.

La primera causa de mortalitat (41% dels casos) en la Sindrome de Turner son les
malalties del sistema circulatori, essent els mes freqiients I'aneurisma d'aorta, valvula aortica i els
defectes cardiacs (Schoemaker i colls, 2008). Poprawski i col-ls (2009) no troben cap correlacio
entre les malalties cardiovasculars i els diferents tipus de cariotip excepte en els casos de
mosaicismes on troben sobrepés, tendéncia a la hipertensid i septe interventricular.

Hi ha algunes correlacions entre cariotip i fenotip. En general, la pérdua de Xp dona lloc
al fenotip complet. Els nadons amb un cariotip 45,X sén més propensos a tenir limfedema
congenit. Les pacients amb un cariotip 45,X/46,XX 0 45,X/47 XXX son les més propenses a tenir
menarquia espontania i fertilitat (Sybert, 2002). Com a grup, les dones amb un mosaicisme
45,X/46,XX son lleugerament més altes que el de dones amb 45X. La presencia d'un
isocromosoma Xq suggereix un major risc per I'hipotiroidisme i la malaltia inflamatoria intestinal
(Elsheikh i col-ls, 2001), El interval entre Xp21.1 i Xp11.4 podrien contenir gens que predisposen
a I'hipotiroidisme (Lachlan i colls, 2006). La preséncia d'un cromosoma en anell o un marcador
cromosomic confereix un major risc de retard mental i trets fenotipics atipics. No obstant aixo, la
prediccié fenotipica que es basa en el cariotip no es fiable en pacients amb sindrome de Turner.
Algunes dones amb un 45,X han concebut, i les dones amb un 45, X/46, XX amb majoria de
cel'lules 46,XX poden patir tots aquests trastorns (Sybert i McCauley, 2004).

La sindrome de Turner també s'associa amb un perfil neurocognitiu determinat. El
fenotip cognitiu de la Sindrome de Turner inclou el quocient intel*lectual verbal relativament bo,
pero s'observen deficits de la percepcidé visuoespaial i de la memoria, habilitats motores i de
processos d’atencid. Tot i que la competéncia social no esta exageradament alterada, s’han
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identificat déficits especifics en els aspectes socials. Les nenes amb ST tendeixen a tenir menys
amics, a participar en menys activitats socials, tenir mes dificultats d'atenci6 i socials, que la
poblacié control (Siegel i colls, 1998). Mazzocco i colls (2006) van estudiar una serie de
adolescents amb ST detectant certs problemes com immaduresa, falta de concentracié i
relacions deficients amb les seves parelles, tot i tenir les habilitats del llenguatge col*loquial
normals. Les bromes sobre |'aspecte fisic han demostrat ser el factor predictiu més important de
la depressid superant a la de la influencia de la forma del cos i la insatisfaccid per I'algada
(Burnett i col-ls, 2010).

També s’han descrit dificultats d’aprenentatge en matematiques (Mazzocco, 2009).
L'origen parental del cromosoma X també podria afectar el fenotip de la ST, donant suport a
I'existéncia de loci imprintats en el cromosoma X (Skuse i col-ls, 1997; Bishop i col-ls col, 2000;
Kesler i colls col, 2003). Un estudi molt citat a la literatura va demostrar que les dones amb ST
que tenen el cromosoma X d’origen matern tendeixen a obtenir pitjors resultats quan es mesura
aspectes cognitius social respecte les dones que tenen el cromosoma X d'origen patern (Skuse i
col-ls 1997). No obstant encara existeix controversia en aquest aspecte, essent prematur treure
conclusions robustes de les dades publicades (Loesch i colls, 2005; Ross i col-ls, 2006). Sha
suggerit I'efecte en l'origen patern del cromosoma X en determinats perfils fisics i cognitius i en
la capacitat de resposta a I'hormona del creixement (Kochi i colls, 2007; Sagi i colls, 2007). Ko i
colls, (2010) no van observar una incidéncia significativa valorant trets fenotipics en pacients
amb 45,X amb un origen patern del cromosoma X i si s'observa un efecte d'imprinting matern en
l'estatura en nenes amb 45,X. Weiss i col-ls (2007) van observar polimorfismes en el gen EFHC2
localitzat a Xp11.4 associades al reconeixement facial de I'expressié de la por en les nenes amb
ST, pero posteriorment no han estat confirmades (Zinn i colls, 2008). S’ha descrit que les nenes
amb ST tenen un risc 200 vegades mes de presentar autisme que la poblacié normal (Creswell i
Skuse, 1999, Skuse DH, 2005).

No es coneix de forma precisa quines sén les regions cromosomiques i els gens
responsables de les caracteristiques fisiques de la sindrome de Turner (Sybert i McCauley, 2004).
S'ha hipotetitzat que les manifestacions fisiques de la sindrome de Turner sén degudes a
I'absencia dels dos cromosomes sexuals normals abans de la inactivacié del cromosoma X o a
I'haploinsuficiencia de gens de les regions pseudoautosomiques del cromosoma X 0 Y, aixi com a
la propia aneuploidia (Haverkamp i col-ls 1999; Zinn col-ls, 2001). No obstant tant el brag curt
com el llarg del cromosoma X contenen gens importants per a la funcié ovarica, i la monosomia
pot donar lloc a una reduccid en el nombre i la supervivencia dels oocits. La identificacid dels
gens involucrats en la disgenésia gonadal han estat dificils de trobar, aquest fenotip s’ha
observat associat a delecions en els bracos llarg i curt del cromosoma X i USP9X és un gen
candidat per la disgenésia gonadal associada a la ST i es troba mapat a Xp11.4, una regié que
escapa a la inactivacié. S’ha observat que DIAPHZ és un gen localitzat a Xq i és necessari per a
la funcié ovarica normal (Zinn i Ross, 2001). Aquest gen s'associa a la fallida ovarica prematura
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(POF) en individus amb cariotip normal. Aix0 suggereix que els gens responsables de la funcié
ovarica podrien estar en diferents clusters al llarg del cromosoma X similar als clusters descrits
en la diferenciacid testicular i als gens de I'espermatogénesi situats en el cromosoma Y (Bione i
colls, 1998) (Fig.1.1).
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Fig. 1.1 Gens del cromosoma X associats a la sindrome Turner (Ross i colls, 2006).

La perdua intersticial o terminal de material de Xq pot donar lloc a baixa estatura i a
fallida ovarica primaria o secundaria (Prueitt i col-ls, 2000). Delecions distals a Xq21 semblen no
tenir efecte en l'estatura. Delecions molt distals de Xp sén compatibles amb, perd no asseguren,
la funcié ovarica normal (Ogata i col-ls, 2001; Zinn i col-ls, 2001). La baixa estatura i els canvis
esquelétics tipics estan associats a una haploinsuficiéncia de SHOX, localitzat a la regid
pseudoautosomica i que escapa de la inactivacié (Rao i col-ls, 1997). El gen SHOX probablement
no és |'Unic gen responsable de les caracteristiques esquelétiques. La monosomia per si mateixa
pot contribuir a la manca de creixement (Haverkamp i col-ls, 1999). La pérdua de la regié Xp22.3
sembla estar associada als problemes neurocognitius en la ST (Ross i col-ls, 2000).La perdua del
factor testicular determinant (SRY) en el locus del brag curt del cromosoma Y també condueix al
fenotip de la sindrome de Turner, fins i tot sense una linia 45,X. Per altra banda s'ha proposat
una regid critica per al desenvolupament de limfedema en Xp11.4 (Boucher i col-ls, 2001).

Diagnostic prenatal de la sindrome de Turner

La majoria de casos amb ST diagnosticats prenatalment es detecten en estudis
citogenétics per indicacions molt variables. Les més freqiients son: a) I'edat materna avancada,
tot i que no esta associada amb un augment de la probabilitat de tenir una filla amb sindrome de
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Turner, b) el diagnostic ecografic d’un defecte congénit i c) un cribatge bioquimic de risc (Lorda-
Sanchez i colls, 1992; Ranke i Saenger,2001). A la taula 1.8 es mostra la taxa de deteccio
prenatal de ST tenint en compte el metode diagnostic durant el primer i segon trimestre.

Primer trimestre  Segon trimestre

Deteccid ecografica 87% 67%
Cribatge bioquimic serum matern 89% 53%
Edat materna avancada (=35 o =38 anys) 35.4% 19.7%

Taula 1.8. Taxa deteccié prenatal en els casos amb ST (Gravholt i col-ls, 1996; Ruiz i col-ls,
1999; Nicolaides, 2004).

Pel cribatge prenatal de la ST el metode més efectiu és l'ecografia. Hi ha certes
malformacions detectades per ecografia que indiquen una alta probabilitat de que el fetus
presenti la ST. L'hidrops, que és I'acimul de liquid en les cavitats del cos, s'associa a ST amb una
freqliencia entre 30-80%, I'higroma quistic és I'anomalia ecografica prenatal que més s'associa a
la ST (55%). La translucencia nucal o plec nucal augmentat s'‘observa freqlientment en els fetus
amb ST (13%), perd també s‘observa en fetus trisomics. En relacid al defectes cardiacs la
coartacid daorta i la valvula aortica biclspide son els DC associats amb la ST que es
diagnostiquen durant el segon trimestre de gestacié. També s'ha descrit que els fetus amb ST
durant I'ecografia de las 11 i 13*° setmanes mostren taquicardia. Altres troballes ecografiques
que suggereixen un fetus amb ST sén, defectes renals, poli i oligohidramnis, i retard de
creixement (Ranke i Saenger, 2001; Saenger i col-ls, 2001).

El cribatge bioquimic en serum matern de risc també s‘associa a ST, aixi nivells alts de
B-hCG lliure i nivells baixos d'estriol a segon trimestre sén indicatius de ST (Wenstrom i colls,
1998, Ruiz i colls, 1999). A primer trimestre la PAPP-A és baixa (0.49 MoM) i la B-hCG lliure és
normal (1.11 MoM). El cribatge de casos amb ST tenint en compte la mesura de la translucéncia
nucal i la bioquimica de B-hCG lliure i PAPP-A es podria identificar quasi un 96% de tots els casos
amb una taxa de falsos positius de I'1% (Spencer i colls, 2000; Nicolaides, 2004). No obstant la
ST no és sistematicament cribada utilitzant el cribatge bioquimic en serum matern (Ryall i col'ls,
2001). En tots els casos el diagnostic definitiu s’ha de realitzar amb I'estudi del cariotip fetal. Es
recomana que el cariotip fetal ha de ser reavaluat postnatalment per tal de confirmar el resultat
prenatal i verificar que no es tracti d'un mosaic (Gravholt i col-ls, 1996).

El cariotip més freqiient en la ST prenatal és el 45,X que s'observa en un 64% dels casos
i postnatalment en un 47%. La distribucié dels diferents cariotips és variable en el periode
prenatal i en el periode postnatal. A la taula 1.9 es relaciona els diferents cariotips i la seva
freqliencia en aquests dos periodes per la ST (Gravholt i col-ls, 2004).
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Cariotip ~ Prenatal  Postnatal
NO (%) NO (%)
45,X 134 (64%) 162 (47%)
45,X/46,XX 45 (22%) 59 (17%)
45,X/46,X,i(Xq); 46,X,i(Xq); 9 (4%) 41 (12%)
45X/46,X,i(Xq)/47,X,i(Xq),i(Xq),etc
45,X/46,X,del(X); 46,X,del(X) 15 (7%) 27 (8%)
45,X/46,XX/47 XXX; 45,X/47 XXX; 5 (2%) 16 (5%)
45,X/46,XX/47 XXX/48,XXX
45,X/46,X,r(X) 1(<1%) 20 (6%)
45,X/46,XY - 10 (3%)
Altres amb material cromosoma Y - 11 (3%)
TOTAL 209 (100%) 346 (100%6)

Taula 1.9. Distribucié dels cariotips en els periodes prenatal i postnatal en la ST (Gravholt i
col-ls, 2004).

Tot i que els mosaicismes més comuns (45,X/46,XX i 45,X/46,X,i(Xq)) podrien suggerir
un fenotip normal, el grau de mosaicisme detectat prenatalment, en general no prediu la
severitat del fenotip de ST en néixer (Koeberl i colls, 1995). Es de destacar que les diferents
series publicades a la literatura es caracteritzen per algun biaix, sobretot en els casos amb un
cariotip 45,X/46,XY, associat a disgenésia gonadal, i on les anomalies genitals presents son les
que s'associen freqlientment a series de pacients diagnosticats postnatalment, mentre que en la
majoria dels pacients diagnosticats prenatalment els genitals externs sén normals (Chang i col-ls,
1990). Un estudi de Gunther i colls (2004) avalua les diferencies en el fenotip i altres
caracteristiques cliniques entre pacients amb ST diagnosticats “accidentalment”, per mitja
d’estudi citogenetic prenatal, no relacionades amb sospita clinica de ST, o “tradicionalment”,
diagnosticats prenatalment per presentar malformacions a I'estudi ecografic o postnatalment per
les caracteristiques cliniques de ST. Els diagnosticats “accidentalment” tenien significativament
menys caracteristiques cliniques o malformacions cardiaques aixi com una major proporcid de
cariotips en mosaic comparat amb els pacients amb ST diagnosticats pels trets clinics. Aquests
autors conclouen que les caracteristiques cliniques de la ST sén diferents en funcié del moment
en que es realitza el diagnostic, i aixo0 té repercussions pel consell genétic prenatal.

Un 72% dels fetus diagnosticats prenatalment de ST finalitzen com avortaments
terapeutics (Golbus, 1990; Gravholt i colls, 1996; Mansfield i col-ls, 1999). Per tal de poder
oferir un consell genétic acurat és de vital importancia pels genetistes el coneixement
d’estudis que correlacionen genotip-fenotip (Koeberl i colls, 1995; Amiel i col:ls, 1996,
Gunther i col-ls, 2004). Aquesta correlacié és més dificil quan és diagnostica un mosaic de
45,X/46,XX o 45,X/46,XY que podria presentar un fenotip normal i on és dificil predir si
presentara baixa estatura i/o infertilitat, el 90% d'aquests fetus sén normals al naixement.
Molts dels casos amb cariotip 45,X/46,XX tindran un desenvolupament puberal normal
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espontani i seran fertils, perd algunes podrien presentar una menopausa preco¢ i un
increment en el nombre d’avortaments.

1.3 TECNIQUES PER L’ESTUDI PRENATAL

El diagnostic prenatal és tota accié encaminada a detectar els DC durant la gestacid, i
actualment és multidisciplinari (obstetres, pediatres, genetistes, radiolegs, patolegs, cirurgians,
etc).

1.3.1 TECNIQUES NO INVASIVES
1.3.1.1 Ecografia

L'ecografia obstetrica neix al 1958 amb la imatge bidimensional d'un fetus en I'Uter
realitzada per Donald, Mc Vicar i Brown. La majoria d’estudis amb ecografia de cribatge en la
gestant, tractaven d'identificar I'edat gestacional amb precisid per a disminuir el nombre
d'induccions de parts degudes a postmaturitat, reconeixement de gestacions multiples,
localitzacid de la placenta i diagnostic de morts intradter. El 1984 els membres del Institut
Nacional de Salut (NIH) de Desenvolupament van revisar la literatura per proporcionar una serie
de recomanacions de I'ecografia obstétrica incloent-hi les indicacions, pel seu us rutinari i amb
poblacid seleccionada i la seguretat de I'ecografia (Garmel i D’Alton, 1993).

L'ecografia com eina per a la deteccié prenatal dels DC constitueix en I'actualitat una part
en la rutina de l'atencié prenatal de tota gestant. L'estudi europeu prospectiu Eurofetus sobre
deteccié prenatal de DC més llarg que s’ha realitzat fins I'actualitat i troben una taxa de deteccié
prenatal del 61,4% de DC (Grandjean i col-ls, 1998). Encara que la utilitat dels ultrasons en
obstetricia és inqlestionable, en I'actualitat el nombre d’exploracions i el moment en que s’han
de fer és motiu de discussid. Tot i que la majoria de grups consideren optim una mitjana de 4 6
5 ecografies si el fetus és malformat i de tres pels fetus normal, una en cada trimestre (Hill i
colls, 1985; Lys i colls, 1989; Luzzatto i colls, 1990). Levi (2002) descriu una serie de
recomanacions en relacié a I'ecografia de cribatge de malformacions de segon trimestre, entre
elles es proposa que quantes més ecografies es practiquen a una gestant més probabilitat hi
haura de detectar una malformacié durant la gestacid. Els diferents tipus de malformacions es
poden diagnosticar a diferents periodes gestacionals. Segons les dades del Registre de DC de la
ciutat de Barcelona, que estudia poblacié control, durant el periode 1992-2002 la mitjana
d’ecografies durant la gestacié es situa a voltant de 5. També s'observa una clara tendéncia
d'increment de la proporcié de gestants que es sotmeten a més de 3 ecografies, al voltant del
75% (Salvador i colls, 2003).
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Vanara i colls (2004) en un estudi realitzat a Italia valoren el cost-efectivitat de la
deteccié de malformacions per mitja de l'ecografia. Aquest estudi compara la deteccidé de
malformacions entre les setmanes 19-21 en un programa nacional de cribatge no protocol*litzat
amb un programa protocol‘litzat. Les conclusions de l'estudi sén que un programa nacional
organitzat de cribatge ecografic augmenta la deteccid prenatal de malformacions en un 10.7%, i
disminueix el cost total del programa en un 20.7%.

Actualment en alguns centres s'esta realitzant I'ecografia obstétrica 3D-4D entre la
setmana 25 i 32 de gestacid que consisteix en una tecnica complementaria. Per mitja d'aquesta
ecografia s'obté una imatge multiplanar que permet avaluar el punt de conjuncié resultant dels
tres plans ortogonals X, Y i Z. L'ecografia 3D en temps real (4D) visualitza I'activitat motora fetal:
els moviments corporals i expressio facial. L'examen ecografic de la cara del fetus pot proveir
d’informacio a 'obstetra i pot donar pistes pel diagnostic d’anomalies en altres organs fetals.
Per tant I'estudi de la cara fetal representa una finestra diagnostica de DC i sindromes en el
fetus i la seva incorporacid en la practica clinica ha resultat en un extraordinari progrés en la
visualitzacid i en I'examen anatomic de la cara fetal (Kurjak i colls, 2007; Escalon, i colls,
2010 ). També s’ha avaluat I'aplicacié de I'ecografia 3D i 4D en l'analisi de defectes cardiacs
(Gindes i col-ls, 2009)

1.3.1.2 Ecocardiografia

Els DC cardiacs constitueixen un dels defectes més freqlents diagnosticats en néixer
(66/10.000). La ecocardiografia es pot realitzar a partir de la setmana 16 de gestacio (Leandro i
Blandon, 1999) encara que per visualitzar les estructures cardiaques amb major precisid es
practica al voltant de la setmana 20. Aquesta técnica s'utilitza:

a. en casos amb antecedents familiars: historia familiar de cardiopaties, diabetis insulino-

depenent, malalties del teixit connectiu, fenilcetonlria, sindromes associades a
cardiopaties congénites (S. Noonan, S. Williams, S. Marfan, etc),

b. durant la gestacié: per confirmar diagnostics ecografics de cardiopaties, quan es
diagnostiquen malformacions extracardiaques, anomalies cromosomiques, marcadors
ecografics (RCIU, oligo/polihidramnis, plec nucal, etc), aritmia fetal, embaras gemelar

monocorionic, infeccions fetals, exposicié a mutagens o teratogens (Small i Copel, 2004).

1.3.1.3 Ressonancia magnetica fetal

La ressonancia magnetica fetal constitueix una de les técniques diagnostiques per la
imatge que ha revolucionat el diagnostic prenatal de DC. S'utilitza com a técnica complementaria
de I'ecografia rutinaria per aquells casos en que es necessita una informacié addicional (Martin i
col'ls, 2004). La ressonancia magnética fetal és una técnica molt Gtil sobre tot per al diagnostic i
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caracteritzacié d’anomalies del sistema nervids (Fig. 1.2).

A. Fetus normal B. Fetus amb espina bifida

Fig.1.2 . Visualitzacié de les estructures fetals.

La ressonancia magneética fetal és una tecnica que aporta un valor afegit en el diagnostic
prenatal i en el maneig dels DC. El diagnostic per ressonancia de malformacions dels sistema
nerviés central és més precis que per ecografia, sobre tot per malformacions del
desenvolupament com l'agenesia del cos callés, malformacions de la migraci6 como la
lissencefalia i altres defectes com sén els genitourinaris i gastrointestinals (Guibaud L, 2009).
També és una técnica que diagnostica amb major precisio les anomalies placentaries (Laifer-
Narin i col-ls, 2007).

1.3.1.4 Cribatge bioquimic en sérum matern

Aquesta tecnica es basa en mesurar les concentracions d‘alfafetoproteina (AFP) i
gonadotropina corionica lliure (BhCG) en serum matern. Tenint en compte les concentracions
d’aquestes proteines, I'edat materna i altres factors menors es calcula un risc per la Sindrome de
Down, per la Sindrome d’ Edwards i risc de defectes del tub neural. Aquesta analisi es realitza a
partir de la setmana 14 de gestacio. El calcul de risc per a la Sindrome de Down fent servir la
AFP i la BhCG pot arribar a una deteccié del 60% dels casos amb una taxa de falsos positius del
5% (Nicolaides, 2003).

Actualment s'efectua el cribatge bioquimic de primer trimestre de forma poblacional. Es
realitza la determinacié bioquimica de la BhCG lliure i la proteina plasmatica associada a
I'embaras (PAPP-A) a primer trimestre i amb la mesura de la translucéncia nucal (TN) es pot
arribar a una deteccié de 86% per a la Sindrome de Down amb una taxa de falsos positius del
5% (Nicolaides, 2004). El calcul de risc també és Util per a la deteccid de trisomia 18 i trisomia
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13. En embarassos amb trisomia 21, 18 6 13 s'observen uns nivells baixos de BhCG i PAPPA. En
les anomalies dels cromosomes sexuals la BhCG lliure és normal i la PAPPA esta disminuida. En
la triploidia d’origen patern la BhCG lliure esta molt augmentada i la PAPPA esta lleugerament
disminuida, mentre que la triploidia d'origen matern es caracteritza per nivells molt baixos de
BhCG lliure i PAPP-A (Nicolaides, 2004). Promogut per |’ Institut Catala de Salut (ICS) a totes les
dones de Catalunya s’ha implementat el cribatge bioquimic de primer trimestre, ja que en cas
d’un resultat dalt risc permet realitzar I'estudi del cariotip fetal molt precogment. S’ha demostrat
que per una taxa de falsos positius del 5% tenen una taxa de deteccié major per a la trisomia
21, podent arribar al 95% si s'afegeix la presencia de I'os nasal i eliminar com a metode de
cribatge I'edat materna (Taula 1.10) (Nicolaides, 2004).

Meétode de cribatge Taxa de deteccio
cromosomopaties (26)

Edat materna (EM) 30

EM + cribatge bioquimic 2n trimestre 50-70

EM + TN a les 11-13*° setmanes gestacié 70-80

EM + TN+cribatge bioquimic ler trimestre 85-90

EM + TN + Os nasal (HN) a les 11-13*® setmanes gestaci6 90

EM + TN + HN + cribatge bioquimic 1ler trimestre 95

Taula 1.10. Comparacié de les taxes de deteccid amb una taxa de falsos positius del 5%. (Nicolaides,
2004)

A l'any 2001 (Cicero i coll, 2001) van observar que en el 60-70% dels fetus amb
trisomia 21, I'os nasal no era visible a l'ecografia de les 11-13*® setmanes. Aquest estudi va
suggerir que podia augmentar la taxa de deteccid fins un 95% de Sindrome de Down a ler
trimestre quan es mesurava la mes de la TN,la presencia d'os nasal i el cribatge bioquimic (Fig.
1.3).

Fetus normal amb os nasal  Fetus amb abséncia d'os nasal
i TN augmentada

Fig. 1.3. Visualitzacié de I'os nasal i translucencia nucal
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1.3.2 TECNIQUES INVASIVES

1.3.2.1 Biopsia de corion

Els primers intents de cultiu de céllules fetals a partir d'una biopsia de corion
corresponen als anys 70 per part de Kullander i Sandahl (1973) i Hahnemann (1974). La
introduccié de la biopsia de corion com a tecnica en diagnostic prenatal es deu a Simoni i col-ls
(1983), i permet I'estudi del cariotip fetal per mitja de I'analisi directa de les mitosis espontanies
presents en les vellositats coridniques.

Les cel*lules del citotrofoblast de les vellositats es caracteritzen per tenir un index mitotic
espontani molt elevat el que facilita tenir un resultat de cariotip al cap de les 24 hores. També es
pot estudiar el cariotip després d’un cultiu llarg, en aquest cas son les cél-lules mesodermiques
de l'interior de les vellositats les que proliferen.

Les vellositats coridniques s‘obtenen realitzant una biopsia de corion per via vaginal o
transabdominal sota control ecografic a partir de la setmana novena de gestaci6 (Fig. 1.4). El
risc de perdua fetal pot variar entre 0,5% i el 2% (Battagliarin i col-ls, 2009) i segons Nicolaides
(2004) es comptabilitza en un 1% quan es practica a partir de les 11 setmanes de gestacio i
el risc d'avortament és fins cinc dies després de la tecnica invasiva (www.fetalmedicine.com).

1.3.2.2 Amniocentesi

Aquesta tecnica permet en l'estudi citogenétic de les cél-lules fetals que existeixen en el
liquid amniotic i consisteix en I'extraccié de liquid amniotic mitjangant una puncié de I'iter sota
control ecografic (Fig.1.4).

Plncenta

Fetiis

o'

Liierus

Corvi

Biopsia corion Amniocentesi

Fig 1.4. Técniques invasives prenatals per a 'estudi cariotip fetal
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Generalment es realitza entre les 14 i 18 setmanes de gestacio i s'obtenen de 15 a 20 mL
de liquid. Es considera que en aquest periode és quan hi ha la proporcié de cél*lules viables més
gran. El cariotip fetal s'obté després d'un cultiu dels amniocits amb medis de cultiu enriquits que
afavoreixen I'adhesio i proliferacié cel*lular i es pot obtenir un resultat als 15 dies després d’haver
iniciat el cultiu. Aquesta técnica comporta un risc davortament del 1% (www.
fetalmedicine.com).

Mosaicisme

El mosaicisme cromosomic es defineix com la preséncia de dues o més linies cel*lulars
amb cariotip diferent en un mateix individu, els més freqiients presenten una linia aneuploide.
El mosaicisme s’origina com a resultat d’una no disjuncié o d’un retard en I'anafase postzigotica.
Es classifiquen tenint en compte el seu origen meiodtic o mitotic. Els primers s'originen a partir
d’un zigot trisomic mentre que el mitotic a partir d’'un zigot diploide.

Es diferencien tres tipus de mosaicisme (Henderson i col-ls, 1996) (Fig. 1.5):
1. Generalitzat o constitucional: s‘origina abans de la formacid del blastocit i

afecta al fetus i a les cobertes extraembrionaries. S'observa entre el 0.1-
0.4% dels fetus de 16-20 setmanes.

2. Confinat a placenta: la linia cel'lular anomala es localitza Unicament en la
placenta. Es diferencien tres tipus depenent de la ubicacié de les cél*lules
alterades (Kalousek i Barrett, 1994): Tipus I: la linia alterada afecta al
citotrofoblaste; tipus II: la linia alterada afecta al estroma; i tipus III la linia
alterada afecta al citotrofoblaste i I'estroma. Les alteracions cromosomiques
més freqlients en els mosaicismes confinats a placenta sén les trisomies que
afecten als cromosomes 2, 3, 7, 8, 16 i 22 (Wolstenholme, 1995). Les
caracteristiques cliniques poden variar des dun retard de creixement
intrauteri o la mort fetal fins el naixement d’un fetus normal. Entre un 16 i un
21% dels fetus amb mosaicisme confinat a placenta mostren complicacions
prenatals i perinatals degudes a una funcid suboptima de la placenta que
depenen del cromosoma implicat i de I'origen matern o patern (Breed i col,

1991). En els del tipus III la trisomia és generalment d'origen meidtic i
existeix un risc elevat de complicacions durant I'embaras. Els del tipus I i II
presenten menor risc de complicacions (Kaluosek i Vekemans, 1996).

3. Mosaicisme confinat al fetus: Es aquell que es detecta Unicament en teixits
fetals.
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Fig.1.5 Tipus de mosaicisme: (A) Generalitzat, (B) Confinat a placenta amb les dues linies cellulars representades a placenta,
(C) Confinat a placenta amb dicotomia completa entre fetus i placenta, (D) Confinat al fetus. (Kaluosek i Vekemans, 1996).

1.3.2.3 Funiculocentesi

La funiculocentesi consisteix en l'obtencid de sang fetal del cordd umbilical mitjangant
una puncié sota control ecografic. Es realitza a partir de la setmana 18 de gestacid i s'utilitza
fonamentalment quan s’ha detectat ecograficament una malformacié o bé per confirmar un
mosaicisme observat en amniocentesi. Abans d'iniciar el cultiu s’ha de comprovar que la sang
sigui d’origen fetal i no matern, per mitja del volum corpuscular mig que en el cas fetal es
superior a 100. El resultat del cariotip amb la mateixa teécnica que la que s'utilitza pel cultiu en
sang periferica s'obté a les 48 6 72 h. El risc de pérdua fetal és del 1-2% (Tongsong i colls,
2001).

1.3.2.4 Diagnostic d’aneuploidies rapid
= Hibridacié /n situ fluorescent

La introduccié de I'hibridacié /in situ fluorescent (FISH) en diagnostic prenatal va donar
lloc a una plataforma que permet realitzar un diagnostic amb un resultat més rapid i sense cultiu
(Klinger i colls, 1992; Baart i colls, 2004), ja que permet la detecci6 de les alteracions
cromosomiques més freqlients (trisomies 13, 18, 21, X i Y) a partir de nuclis interfasics de
cel'lules fetals sense cultivar. Aquesta técnica es basa en la unié d’ADN (sonda) marcat amb un
fluorocrom amb I'ADN de la mostra fixat en un portaobjectes després d'una desnaturalitzacio.
Amb aquest métode es pot tenir el resultat a les 24h. La FISH és una técnica Util en aquells
casos amb un risc de cromosomopatia elevat, perd que no reemplaca el cariotip ja que no fa una
analisi global del genoma. La FISH també permet la identificacié d’anomalies cromosomiques
estructurals i de cromosomes marcadors (Liehr i colls, 2004).
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= PCR quantitativa fluorescent (QF-PCR)

L'amplificaci6 per PCR quantitativa fluorescent de seqliencies d’ADN altament
polimorfiques, els microsatellits (short tandem repeats, STR) permet obtenir un resultat al cap
de 24 hores de la presencia d‘alteracions cromosomiques més freqlients (trisomies 13, 18, 21, X
i Y). Aquesta tecnica es basa en I'amplificacié d’'un producte que es directament proporcional a la
quantitat d’ADN inicialment present en la mostra utilitzant un seqlienciador automatic d’ADN. La
incorporacié d’'una molécula fluorescent en la reaccié d'amplificacié permet mesurar la quantitat
de producte amplificat. Es determina el nombre de copies de cada cromosoma. En comparar
amb la FISH la principal avantatge és el baix cost i que es necessita un volum mes reduit de
mostra, per aquests motius I'ha reemplacat a la FISH. La sensibilitat d’aquest técnica és molt
alta del 99.2%, no obstant s’han descrit alguns casos amb anomalies dels cromosomes sexuals
en mosaic que no han estat detectades amb aquesta técnica (Shaffer i Bui, 2007). La limitacid és
que no permet detectar mosaicismes presents en un baix percentatge de cel*lules. Un estudi en
43.000 mostres prenatals (Cirigliano i colls, 2009) on es compara els resultats de la QF-PCR
amb els del cariotip convencional, la QF-PCR va detectar un 62.5% dels mosaicismes que
s’havien identificat pel cariotip. Pels mosaics 45,X/46,XX la QF-PCR és capac de detectar la linia
aneuploide quan es troba en un percentatge superior al 20%, mentre que els nivells baixos de
mosaicisme (inferior 10%) de trisomia 13, 18 i 21 no sén detectables amb aquesta tecnica.

S’ha analitzat el risc residual d'anomalia cromosomica després de realitzar una FISH o
una QF-PCR essent del 0.9% per totes les indicacions de la teécnica invasiva (Shaffer i Bui, 2007).

= Multiplex Ligation-depedent probe (MLPA)

La técnica MLPA consisteix en el cribatge de determinades regions d'interés de I'ADN. En
el MLPA les sondes afegides a les mostres son les que son amplificades i quantificades.
L'amplificacié de les sondes per PCR depén de la presencia d'uns cebadors comuns, un d’ells
conté una sequiéncia elongadora de diferent tamany per cada sonda. Aquests oligonucleotids
hibriden en llocs adjacents a la seqliéncia diana. Un cop hibridats s'uneixen amb una lligasa i
les sondes s'amplifiquen mitjancant una PCR simultania. L’electroforesi capil'lar permet la
separacio i la quantificacié de fragments Unics en relacié a la seva longitud i a la intensitat de
fluorescencia. La quantitat relativa de cada producte de PCR és proporcional al nombre de
copies de la seqiéncia diana. S’ identifiquen perdues o guanys de material genétic, atenent a
la normalitzacié de les arees de cada pic dins d’'una mateixa mostra i per una sonda
determinada en diferents mostres (www.mlpa.com). Aquesta técnica permet detectar
delecions i duplicacions de les regions on es troben les sondes.

Es una técnica adient i feta a mesura per aplicar a diferents protocols clinics donat la
varietat de kits que existeixen. Comparada amb la FISH el MLPA és més barata. Comparant el
MLPA amb la FISH o la QF-PCR, per a la deteccid rapida d‘aneuploidies, el MLPA te la principal
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avantatge de detectar més de 40 loci en el mateix experiment Comparada amb la QF-PCR evita
els problemes de no informativitat d'alguns marcadors polimorfics (Boormans i col-ls, 2010), pero
alhora es més costosa.

1.3.3 TECNIQUES EN DESENVOLUPAMENT

1.3.3.1 Estudi de cel-lules fetals en sang materna i estudi de cel-lules
trofoblastiques de descamacié

La utilitzacié de tecniques moleculars (FISH i PCR) esta ajudant al desenvolupament de
noves tecniques de diagnostic prenatal, com I'analisi de cel*lules fetals en sang materna, que
permet un diagnostic prenatal no invasiu. Aquesta tecnica es basa en la identificacid i aillament
de cel'lules fetals que travessen la barrera placentaria i circulen en sang materna, que
principalment son eritrocits nucleats (Lamvu i Kuller, 1997).

Recentment s’ha descrit la presencia d’ADN fetal lliure en el plasma de la gestant
analitzant sequéncies d’ ADN per detectar el cromosoma Y en el plasma de gestants de fetus
mascles. Aquest ADN circulant consisteix en petits fragments dels quals el 80% sén menors de
200pb. Aquest ADN representa entre el 2-3% de I'ADN lliure que hi ha al plasma de la gestant i
es pot detectar a partir d'un embrid de 18 dies, després d’haver estat transferit per tecniques de
reproduccid assistida. Les aplicacions cliniques potencials d’aquest ADN pot ser pel diagnostic o
exclusiéo de malalties genetiques o anomalies cromosomiques fetals, per a la monitoritzacié de
malalties associades amb I'embaras, com la preclampsia, etc (Lo i col-ls, 2007; Chiu i col-ls, 2008;
Fan i col-ls, 2008).

També s’ha estudiat la possibilitat dutilitzar cel'lules trofoblastiques de descamacié
obtingudes per via transcervical per a I'estudi cromosomic fetal amb tecniques de FISH o QF-PCR
(Cioni i col-ls, 2005).

1.3.3.2 Diagnostic preimplantacional

El diagnostic genetic preimplantacional (DGP) es realitza en una o dos cél'lules de
I'embrid en l'estadi de 6 a 8 cel'lules (blastomer) i mitjancant PCR o FISH sarriba a un
diagnostic sobre si I'embrié esta afectat d'una malaltia genetica o si és sa. El DGP s'esta
implementant ampliament per diagnosticar malalties monogéniques i també per a la deteccié
d’anomalies cromosomiques en parelles que presenten un alt risc de concebre embrions
aneuploides. Obradors i colls (2008 i 2009) han optimitzat un protocol de DGP que permet
tant el diagnostic citogenetic com I'analisi molecular de fibrosi quistica i de la malaltia de Von
Hippel-Lindau. Per a la deteccié d’anomalies cromosomiques apliquen la técnica de hibridacid
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genomica comparada després de la biopsia del primer corpuscle polar de varis oocits, i
després de I'amplificacié genomica utilitzen la multiplex PCR i seqiienciacio directa per a la
deteccié de cada mutacid.

1.3.3.3 Array-CGH (hibridacié gendmica comparada)

Aquesta técnica es basa en comparar el nombre de copies de dues seqiiéncies d’ADN,
una problema i un altre de referéncia. Els dos ADN marcats amb fluorocroms diferents,
competeixen per hibridar sobre seqiiencies d’ADN d'un individu normal. El progressiu
augment de resolucid de la tecnica de la CGH ha anat lligat a la recerca generada pel
projecte del genoma Huma. Les llibreries de BACs (cromosomes artificials de bacteri)
utilitzades en la seqienciacié van fer possible el desenvolupament dels arrays de BACs i la
técnica de I'array-CGH. Els cromosomes en metafase de la CGH classica es van substituir per
BACs que contenen sequiencies d’ADN del genoma huma d’entre 80 i 200kb que es disposen
de manera endrecada (array) sobre un portaobjectes de vidre anomenat microxip d’ADN o
array. S’han desenvolupat i comercialitzat molts formats i tecnologies, aixi podem trobar els
BAC-arrays, els arrays d'oligonucleotids (sondes sintétiques d‘oligonucledtids d’entre 25 i 85
bp) i els SNP-arrays. Le Caignec i colls (2006) han aplicat un array-CGH per a la deteccid
d’anomalies cromosomiques a partir d'una sola cél*lula (limfoblast o fibroblast o blastomer)
després d’'una amplificacid isotermica d’ADN demostrant la seva aplicacié en DGP.

La tecnologia de microarrays ha permes descobrir i avangar en la identificacid i
descripcié de les variants estructurals del genoma huma i actualment es coneix com la
tercera era de la citogenética (Friedman, 2009).

Mentre que l'aplicacid d'aquesta técnica és extensa en poblacio pediatrica (Bejjani i colls,
2005; Cheung i colls, 2005; Shaffer i col-ls, 2006; Stankiewicz i Beaudet, 2007; Lu i colls,
2008;) I'experiencia del seu us en la practica clinica prenatal és encara escassa. Rickman i
colls (2006) confirmen |'anomalia cromosomica detectada préviament amb el cariotip
convencional en un 73% dels casos utilitzant un array amb BACs. El primer estudi de
validacid prospectiva es va realitzar en liquid amnidtic i biopsia de corion detectant un 5% de
desequilibris clinicament significatius (Sahoo i colls, 2006). Altres estudis amb una mostra
mes petita han investigat I'Gs de I'array-CGH a partir d’ADN lliure del sobrenedant de liquid
amniotic (Larrabee i col-ls, 2004; Miura col-ls, 2006; Lapaire colls, 2007). Choe i colls (2007)
avaluen la seva aplicacié en 222 mostres prenatals i postnatals amb cariotip previ, obtenint
una taxa de concordanca del 99.5%, un cas de 47,XXX diagnosticat per citogenética no és
detectat per l'array, recomanant-se I'Us d'un ADN de referéncia 47,XXX per a la deteccid
d'anomalies dels cromosomes sexuals (Ballif i colls, 2006). Bi i colls (2008) han aplicat
aquesta tecnica en mostres de liquid amniotic sense cultivar. Shaffer i i colls (2008) en un
estudi on la principal indicacié (73%) va ser la deteccié ecografica d'un DC i cariotip normal,
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troben dos casos (1.3%) d‘anomalies cromosomiques. Van den Veyver i colls (2009) apliquen
un array amb BACs i un d'oligonucledtids en 309 mostres de liquid amniotic i biopsia de
corion trobant un canvi en una CNV amb significacié clinica en un 6%. Kleeman i colls
(2009) troben en 50 fetus malformats amb un cariotip normal un 2% de desequilibri i Vialard
colls (2009) en 39 fetus amb DC multiples amb cariotip normal o amb reorganitzacions per
caracteritzar detecten un 15,4% d’anomalies. Tyreman i col-ls (2009) i Valduga i colls (2010)
troben un 9% i 10% de desequilibris genomics respectivament, ambdds autors identifiquen
alteracions genomiques en fetus amb malformacions que son diferents a les alteracions

detectades en les séries postnatals en casos malformats. Per tant determinades anomalies
podrien passar desapercebudes amb arrays que estan dissenyats per estudis postnatals. Es
necessari dur a terme estudis addicionals en fetus malformats amb la finalitat de facilitar la
implementacié d’un array dirigit més sensible (Valduga i col-ls, 2010). Coppinger i colls (2009)
troben que l'array-CGH detecta una taxa de desequilibri gendomic clinicament significatiu
similar ja sigui utilitzant un array dirigit o un de tot el genoma. El disseny d’'un arrayCGH de
BAC que conté només clons de regions conegudes amb significacio clinica en 94 amniocentesis
referides per diferents indicacions va mostrar un 21,3% d‘anomalies genétiques (Park i col'ls,
2010).Hillman i col-ls (2010) fan una revisid de tots els treballs publicats sobre I'aplicacié de
I'array en prenatal concloent que quan la indicacié és la deteccidé ecografica d’'un defecte
congenit i cariotip normal es detecta un 5.2% d’anomalies.

No existeix cap barrera tecnica per la utilitzacié de I'array-CGH com a test prenatal de
desequilibris genomics patogénics en el fetus (Rickman i colls, 2006; Sahoo i colls, 2006;
Lapaire i colls, 2007) i fer-ho ofereix atractives avantatges. L'array-CGH pot ser automatitzat, la
utilitzaci6 d’ADN evita el cultiu de cél-lules fetals i d'alguns problemes com el no creixement
cel*lular, contaminacio, creixements de cel*lules maternes i mala qualitat cromosomica. L'Us de
I'array-CGH augmenta la sensibilitat i exactitud en la deteccidé d’anomalies genetiques
respecte el classic cariotip disminuint el temps de resposta. L'array-CGH pot detectar
facilment les aneuploidies i totes les sindromes relacionades amb discapacitat intel*lectual i DC
multiples que es diagnostiquen convencionalment amb les técniques de FISH. A més l'array-
CGH pot diagnosticar algunes altres CNVs patogeniques que han estat diagnosticades en nens
amb discapacitat intel'lectual. No obstant aquesta técnica no detecta translocacions
reciproques, inversions, triploidies i mosaicismes de baix nivell (inferior al 20%) (Vermeesch i
col-ls, 2005).

El major problema de I'aplicacié d’aquesta técnica és el imputar un resultat patologic a
qualsevol delecié o duplicacid. Amb el desenvolupament de la CGH s’han detectat en el genoma
huma CNVs i algunes d’elles sén polimorfiques. EI CNV consortium ha identificat 1.447 regions
variables que se solapen o son adjacents a guanys o perdues i que cobreixen 360 Mb (12% del
genoma). Més de 8.000 CNVs s’han indexat, algunes CNVs inclouen gens que resulten en
patrons d'expressid diferencial i CNVs que contribueixen a una proporcid significativa de
variacions fenotipiques normals (Vialard i col-ls, 2009). Actualment hi ha en el mercat arrays
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amb més de 5.000 clons de BAC-PAC o un milié d'oligomers o quatre milions de SNPs. Es
probable que el nombre de clons augmenti en el futur mostrant-nos regions interessants del
genoma pel diagnostic de DC. No obstant un increment en el nombre de clons requerira la
identificaci6 de CNV per evitar nombrosos controls (de Vries i colls, 2005). El disseny d’un
array-CGH que diagnostiqui aneuploidies, sindromes microdelecionals coneguts i grans
reorganitzacions cromosomiques desequilibrades és una alternativa en diagnostic prenatal
(Rickman i col-ls, 2006). Son necessaris controls per millorar els resultats de I'array-CGH encara
que la regidé reorganitzada sigui coneguda i estigui relacionada en una sindrome citogenética.
Daltra banda es coneix molt poc sobre la historia natural i el rang de la variabilitat clinica
associada amb les CNVs patogeniques descrites recentment i no es te massa coneixement
sobre les noves CNVs que han estat considerades patogeniques en base a la mida genomica, el
contingut genétic o en alguns casos l'associaci® amb DC fetals detectats amb I'ecografia
prenatal (Darilek i col-ls, 2008).

Si I'array-CGH s’ofereix a nivell prenatal s’hauria d’extreure sang dels pares el mateix dia
en que es realitza la técnica invasiva ja que la utilitzacié d'aquesta teécnica detecta variants que
han de ser confirmades en els pares amb una freqgliencia molt major que per citogenética
convencional. Aquesta es una desavantatge doncs algunes CNVs poden ser de significant incert
pel fetus, desconcertants per prendre una decisid i que a la vegada consumiran molt temps en
I'analisi. El benefici potencial dels arrays-CGH que cobreixi tot el genoma en diagnostic prenatal
és molt més gran que amb un array-CGH que esta dirigit a determinades regions del genoma
relacionades amb malalties, perd també el risc d’una troballa amb un resultat de significacid
clinica incerta (Friedman,2009). L's d'array-CGH per diagnostic prenatal ara per ara es limita a
cobrir regions conegudes, pero alhora és una técnica desafiant en I'actualitat, que porta a fer-
nos la pregunta que es el que volem analitzar en el diagnostic prenatal? i per que?.

Durant mes de 30 anys el diagnostic prenatal invasiu ha estat enfocat fonamentalment
al diagnostic d’aquelles gestants amb un risc elevat de sindrome de Down bé per l'edat o pel
cribatge bioquimic. Fins el moment no existeix cap evidéncia de que ni I'edat materna avancada
ni el cribatge bioquimic en serum matern pugui augmentar el risc d'una CNV patogenica en el
fetus. El risc de que una embarassada tingui un fill amb una CNV patogenica és més o menys
constant amb I'edat (Fig.1.6). Aix0 vol dir que la probabilitat de que l'array-CGH detectés un
desequilibri cromosomic que no hauria estat detectat per citogenética convencional arribaria a
ser menor que el risc global d’anomalia cromosomica. D’altra banda I'analisi cost-benefici
d’aplicar I'array-CGH, a més de la citogenetica convencional, en embarassos dalt risc per
Sindrome de Down es baix.
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Fig.1.6 Risc de tenir un fill amb una anomalia cromosomica
segons |'edat materna (Friedman,2009)

Una important consideracié que afavoreix I'is d‘array-CGH en diagnostic prenatal és el
principi d’autonomia del pacient. Algunes gestant desitgen que amb la major seguretat el seu
fill no presenti ni DC ni discapacitat intel*lectual. El consell genetic en aquestes gestants es
especialment important i se'ls hi hauria de recordar que molts DC o discapacitat intel*lectual no
poden ser diagnosticats prenatalment ni per array-CGH ni per altres métodes, ni la millor
tecnologia pot garantir un nadd sa. Després del consell genétic el 85% de les parelles amb un
risc augmentat d’aneuploidia, va accedir a realitzar una técnica invasiva, i d'aquestes el 73%
van accedir a que es realitzés un array, essent el motiu principal I'obtencié de més informacié o
fill anterior afecte de DC. Els motius al*legats en el grups que no van acceptar van ser I'ansietat
mentre esperen el resultat i que els anomalies detectades per I'array sén poc freqlients (Sahoo,
i colls, 2006). L'American College of Medical Genetics ha publicat una guia per I'iis d’array-CGH
en diagnostic prenatal (ACOG,2009).

Segons l'opinié de Friedman (2009) les Uniques indicacions de I'array-CGH en diagnostic
prenatal serien:

1. Quan la gestacio te un risc elevat de tenir una CNV patogénica.
2. L'array-CGH deuria ser oferida en un context d’un equip clinic.

Encara és massa prematur I'Us d'aquesta tecnica en el diagnostic prenatal rutinari tot i
que la seva aplicacid ha estat demostrada (Sahoo i col-ls, 2006) i els resultats preliminars
semblen ser molt interessants sobre tot pels defectes de la paret abdominal (Heinrich i col-ls,
2007) i per tant es creu que en un futur immediat I'estudi cromosomic continuara essent la
primera eina de diagnostic genetic en el laboratori (ACOG,2009; Fruhman i Van den Veyver,
2010).
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1.4 DIAGNOSTIC DE DEFECTES CONGENITS PER MITJA DE L’ECOGRAFIA

1.4.1 CRIBATGE ECOGRAFIC DE DC DURANT EL SEGON 1 TERCER
TRIMESTRE

En els darrers vint anys l'ecografia prenatal ha mostrat un gran avang i s'esta
utilitzant a totes les gestants, incloses aquelles amb baix risc. La possibilitat de ‘veure el
fetus’ és possible per mitja de l'ecografia, especialment la de segon trimestre (19-22
setmanes de gestacid) i que te la funcié d’analitzar en detall I'anatomia fetal amb I'objectiu
de fer un cribatge de DC. Cada vegada mes, amb les expectatives de les gestants i la
possibilitat d'una interrupcié de I'embaras I'ecografia del segon trimestre ha esdevingut una
eina molt rellevant (Verrotti i colls, 2007; Driscoll i Gross, 2009).

El cribatge ecografic rutinari respecta el principi d’autonomia de la gestant, i que és el
principi central en ética. No oferir un cribatge ecografic rutinari a les gestants crea una
restriccié a l'accés al diagnostic prenatal de malformacions greus i per tant a l'eleccié
d'interrompre la gestacio i d'altres decisions importants (Levi, 2002).

Hi ha determinats tipus de malformacions que no sén facilment detectables en
I'ecografia del segon trimestre degut al tipus de desenvolupament de la malformacio, de la
seva historia natural i de la dificultat en avaluar certes estructures fetals durant el segon
trimestre com per exemple alguns defectes del sistema nervids central. També hi ha pocs
estudis que hagin avaluat la sensibilitat en la deteccié de DC de I'ecografia durant el tercer
trimestre, la preséncia d'una noxa patdogena en un periode de la gestacid6 més avangat que
podria alterar el desenvolupament fetal normal

El rendiment de l'ecografia esta basat en variables técniques i organitzatives que
inclouen el nombre d'examens realitzats, I'experiéncia de I'operador, el tipus d’equip utilitzat,
la politica sanitaria i també en variables que estan relacionades amb els DC com és l'edat
gestacional en que es realitza I'ecografia, el tipus de malformacid i la severitat. Els resultats
obtinguts s6n molt variables. Alguns dels més importants estan resumits a la taula 1.11, on
es pot observar en primer lloc la variabilitat en la sensibilitat de I'ecografia en diagnosticar
les malformacions fetals. S’evidencia els diferents tipus de centres segons el nivell I ¢ II, les
diferents estrategies utilitzades (multicentric, monocéntric, retrospectiu, prospectiu) i la
diferent classificacid i taxa de les malformacions en diferents poblacions. L'exactitud
diagnostica de I'ecografia fetal és més alta quan I'examen es realitza en gestants d'alt risc,
quan es realitza en centres especialitzats i quan es consideren malformacions majors
(VanDorsten i colls, 1998; Verrotti i col-ls, 2007).
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Autor/any Poblacio Nivell Tipus estudi Taxa Sensibilitat
examinada/ Hospital malformacio
n°casos %
Anderson i colls, 1990 Finlandia Baix risc Iill Monocéntric 0.99 77%
4691 36%
Le Fevre i col-ls 1993 us Baix risc Iill Multicéntric 2.4 35% (II)*
7812 13% (I)*
Grandjean i col-ls,1998 Europa Baix risc II Multicentric 2.7 61%
170800
Boyd i col-ls,1999 UK Baix risc I Multicéntric 2.1 42% (91-93)
33376 68% (94-96)
Stoll i col-ls,2000 Europa Baix risc I Multicéntric 1.1 44%
709030 retrospectiu
Wong i col-ls,2004 Australia Baix risc I Multicéntric 1.4 72%?
12169
Eurocat,2005 Europa Baix risc I Multicéntric 0.3 64%?
1198519 retrospectiu
Nakling i Backe, 2005  Noruega Baix risc I Multicéntric 1.5 39%
18181

Taula 1.11. Sensibilitat en el diagnostic de malformacions (Verrotti i colls, 2007).(1) DC majors, (2)
s’ha considerat Unicament 11 DC majors.

Es va analitzar propospectivament 170.800 fetus procedents de 14 paisos europeus
on l'ecografia s’ha realitzat en centres de nivell II durant el segon i tercer trimestre de la
gestacid (Grandjean i colls, 1998). Aquest estudi mostra una sensibilitat del 44%, quan el
cribatge es realitza abans de la setmana 24 de gestacid i una sensibilitat global del 61%
(73.3% per malformacions majors i 45.7% per malformacions menors). A I'analitzar el tipus
d'anomalies detectades abans de la setmana 24 es pot observar l'alta sensibilitat en la
deteccié de DC del sistema nervids central, urinari i esquelétic, en canvi s'observa una baixa
sensibilitat per les malformacions cardiaques i gastrointestinals. L'ecografia de 2n trimestre
també mostra sensibilitat variable per diverses tipus de malformacions d'organs diferents,
per exemple I'anencefalia i I'encefalocele es van diagnosticar amb una sensibilitat del 82% i
66% respectivament, mentre que el diagnostic d’hidrocefalia va mostrar una sensibilitat del
35%. Les malformacions renals diagnosticades amb més freqliencia abans de la setmana 24
de gestacié van ser ronyd multiquistic unilateral o bilateral, 'agenésia bilateral de ronyd i
I'extrofia de bufeta. En relacié a l'edat gestacional s’ha analitzat la mitjana de deteccid
(25.8+7.5 setmanes) variant segons el tipus de malformacions i els diferent organs. Les
malformacions cardiaques, gastrointestinals i malformacions menors renals mostren una
mitjana de deteccié de 28, 30 i 29 setmanes de gestacio respectivament. En aquest estudi el
38.5% de les malformacions fetals van ser detectades després de la setmana 29 de gestacié
(Grandjean i colls, 1998).

L'estudi realitzat en una poblacié australiana de 12.169 gestants on Unicament avalua
les malformacions majors, la sensibilitat global i la de cada tipus de malformacié va ser molt
més elevada comparada amb les obtingudes a I'estudi Eurofetus. La taxa de deteccid
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prenatal era del 92% per les malformacions del sistema nervids central, d'un 54% per les
gastrointestinals, d'un 87% per les renals i d'un 46% per les cardiaques (Wong i colls,
2004).

L'estudi noruec multicentric (Nakling i Backe, 2005) va demostrar una sensibilitat del
38.7% en una poblacid de gestants de baix risc, en funcid del tipus de malformacio la
sensibilitat oscil'lava des del 74.4% per les renals fins un 8.3% per les esquelétiques.

Un estudi multicéntric retrospectiu recent fet pel registre de DC EUROCAT avalua la
sensibilitat de I'ecografia en la detecci6 de 11 malformacions majors (anencefalia,
encefalocele, espina bifida, hidrocefalia, transposicié de grans vasos, ventricle esquerre
hipoplasic, reduccid d’extremitats, agenesia bilateral de ronyons, hérnia diafragmatica,
omfalocele i gastrosquisi). La sensibilitat total va ser del 64% (25-88% depenent dels
registres) abans de la setmana 24 de gestacid i del 68% al llarg de tot I'embaras.

Tenint en compte aquests estudis és evident que hi ha diferents malformacions
estructurals amb un debut més tarda que poden ser diagnosticades durant el tercer
trimestre. L'ecografia del tercer trimestre a més de ser utilitzada per a la valoracié del
creixement fetal és una eina per a la deteccié de malformacions d’‘expressioé tardana com
poden ser certes cardiopaties (Verrotti i colls, 2007). El seu diagnostic prenatal pot
proporcionar informacié molt valuosa, per planificar el part en un centre especialitzat, pel
moment i tipus de naixement i per una adequada assisténcia en el naixement i durant el
periode postnatal.

A la taula 1.12 es mostra els diferents tipus de DC i marcadors ecografics detectats
per ecografia durant el segon trimestre. Es considera que un marcador ecografic es
representatiu de determinat tipus d’aneuploidia quan la seva prevalenca es superior al 10%
(Papp i col-ls, 2008).

Les avantatges del diagnostic prenatal son evidents inclis sota el punt de vista legal
encara que per alguns autors el diagnostic durant el tercer trimestre no redueix la morbilitat
ni la mortalitat fetal de forma evident. Es important augmentar la deteccié de certes
malformacions que son dificils de diagnosticar en I'Gter. La deteccid prenatal de
malformacions hauria de donar lloc a altres estudis extensius per tal de precisar el diagnostic
i el pronostic, incloent I'estudi del cariotip i la recerca d'anomalies addicionals (Levi, 2002).
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Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 45,X

(n=207) (n=70) (n=28) (n=69)
Defectes cardiacs 15.9% 47.1% 53.6% 13%
C1v 4.8% 27.1% 17.8% 2.9%
CIA 3.9% - - -
Ventricle dret dilatat 3.4% 2.8% 14.3% 1.4%
Ventricle esquerre dilatat 1% - - -
Tetralogia Fallot 1.9% 5.7% - 2.9%
Coartacio aorta - 5.7% 7.1% 5.8%
Atreésia tricUspide 1% 2.8% 7.1% -
Ventricle esquerre hipoplasic - 2.8% 7.1% -
Arteria umbilical Unica - 1.4% 7.1% -
Defectes S. Nervios 14.5% 35.7% 64.3% 4.3%
Ventriculomegalia 11.6% 11.4% 39.3% 4.3%
Braquicefalia 1.4% - - -
Holoprosencefalia - - 17.9% -
Forma anomala cap - 12.9% - -
Quist fosa posterior - 4.3% - -
4" ventricle dilatat 1.4% - - -
Defectes facials 1.4% 14.3% 64.3% -
Defecte linia mitja - 7.1% 42.9% -
Cara plana 0.5% - - -
Orelles petites o baixes 1% 4.3% 3.6% -
Anomalies oculars - 2.8% 17.9% -
Higroma quistic 6.8% 11.4% - 26.1%
Hidrops/edema 3.4% 35.7% 7.1% 11.6%
Defectes renals 0.5% 4.3% 14.3% 11.6%
Ronyons quistic - 2.8% 10.7% 5.8%
Altres 0.5% 1.4% 3.5% 5.8%
Defectes abdominals 2.4% 10% 3.6% -
Atresia duodenal 1.9% 2.8% - -
Omfalocele 0.5% 7.1% 3.6% -
Defectes extremitats 1.4% 5.7% 7.1% -
Clinodactilia 0.5% - - -
Sandal gap 1% - - -
Mans tancades - 2.8% - -
Peu bot - 2.8% - -
Polidactilia - - 7.1% -
RCIU - 11.4% 10.7% -
Polihidramnios - 11.4% 14.3% -

Taula 1.12. Troballes ecografiques detectades en fetus aneuploides (Papp i colls, 2008). CIV:
Comunicacio interventricular, CIA: Comunicacio interauricular, RCIU:retard creixement intrauteri

1.4.2 CRIBATGE ECOGRAFIC DE DC DURANT EL PRIMER TRIMESTRE

El desenvolupament de sondes ecografiques que fan possible examinar I'anatomia
fetal, 'augment en el coneixement de I'historia natural dels DC fetals i una millor visualitzacié
del fetus a etapes més precoces de la gestacié ha donat lloc a un creixent interés en el
cribatge de malformacions estructurals al final del primer trimestre de la gestacio.
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L'ecografia per la detecci6 d'anomalies fetals te beneficis potencials com és la
deteccid precog de gestacions no evolutives (Pandya i colls, 1996), la deteccié de la
corionicitat dels embarassos multiples (Sepulveda i col-ls, 1996) aixi com la deteccid de
malformacions (Chitty i Pandya, 1997). En relacié a la taxa de deteccid es va analitzar la
utilitat de realitzar un examen ecografic detallat en el fetus durant el primer trimestre
obtenint una detecci6 del 50% per les malformacions majors (la majoria son
gastrointestinals) i d'un 75% pels defectes cardiacs arribant a una sensibilitat del 93% si
s'afegeix la deteccié de I'ecografia del segon trimestre (Souka i colls, 2006). S’ha avaluat
I'eficiencia de l'ecografia en la deteccié de malformacions estructurals majors durant el
periode de les 11 a 14 setmanes de gestacid obtenint una taxa de deteccidé del 70% en el
primer trimestre i del 95% quan s’afegeix l'ecografia del segon trimestre (Dane i col-ls,
2007). Per altra banda la majoria dels DC detectats en aquest estudi i en el de Weiner i
col-ls (2007) durant el primer trimestre foren defectes del tub neural, defectes del sistema
nervids central i de defectes cardiacs amb una taxa de deteccié de només el 25%.

Bronshtein i col-ls, (2008) van analitzar la contribucié de I'ecografia transvaginal d'alta
resolucio a primer trimestre en una série de fetus amb translucencia nucal (TN) augmentada
on el 35% va presentar un DC sever, un 26% un DC no tan greu i un 39% van ser normals.
L'ecografia de primer trimestre serveix com una exploracio de I'anatomia fetal primerenca. La
deteccié d'altres DC proporciona als pares una informacié sobre la continuacié o no de la
gestacio, i en els casos de malformacions letals o molt greus la técnica invasiva es podria
realitzar a la finalitzacio de la gestacio.

Recentment s’ha descrit un marcador ecografic associat al diagnostic d'espina bifida
oberta en el primer trimestre. Aquest DC es pot sospitar quan es realitza I'ecografia en el
mateix pla sagital que es mesura la TN, mesurant el que anomenen translucencia intracranial
(TI) en el quart ventricle cerebral. En alguns casos d’espina bifida oberta s‘observaria un
desplacament caudal del cervell que resulta en la perdua de la mesura normal de TI. Aquest
nou marcador esta sota validacio clinica per determinar quina proporcié dels fetus afectes
mostren una abséncia de TI (Chaoui i Nicolaides, 2010).

1.4.3 CRIBATGE D’ANEUPLOIDIES

Els programes de cribatge i diagnostic per a detectar les trisomies autosomiques més
freqlients en els recents nascuts estan ben desenvolupats tot i que no és possible identificar
totes les anomalies cromosomiques. En la darrera década s’han desenvolupat nombrosos
marcadors i estratégies per a la deteccid de la Sindrome de Down que es considera el gold
standard de la deteccié d'aneuploidies per ecografia. Shan avaluat algoritmes que combinen
I'ecografia amb els marcadors bioquimics de primer i segon trimestre. A més, la practica que
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utilitza I'edat materna com a cutoff per determinar quan a una gestant se li ha d’oferir un test
diagnostic invasiu o de cribatge ha anat canviant en el temps. El col'legi america d’obstetres i
ginecolegs especialitzats en genética, juntament amb la societat de medicina materno-fetal ha

editat una série de recomanacions pel cribatge d'anomalies cromosomiques fetals (ACOG, 2007;
Driscoll i Gross; 2009). Aquestes son les recomanacions proposades:

o El cribatge bioquimic de primer trimestre i la mesura de la TN nucal son efectius
per a la deteccié de la Sindrome de Down en la poblacié general.

e Aquelles gestants amb un risc augmentat d’aneuploidia en el cribatge de primer
trimestre se'ls hi oferira consell genétic i I'opcid a una técnica invasiva, a primer
trimestre la biopsia de corion i en segon trimestre una amniocentesi.

e Per tal d'obtenir una bona deteccid del risc de Sindrome de Down és necessari,
que els obstetres tinguin un entrenament especific, una estandarditzacid, un
equipament ecografic apropiat i una avaluacio de la qualitat continua. Es més,
aquest procediment estara restringit a determinats centres i professionals que
compleixen aquest perfil.

e El cribatge de defectes del tub neural amb I'AFP s'oferira a aquelles gestants que
hagin triat un cribatge d'aneuploidies de primer trimestre.

e Els tests diagnostics de cribatge i invasius per a la deteccid d‘aneuploidies han
d’estar disponibles a totes les gestants abans de la setmana 20 de gestacié sense
tenir en compte l'edat materna. Les gestants deurien ser aconsellades de les
diferencies entre els tests diagnostics de cribatge i els invasius.

e El cribatge integrat de primer i segon trimestre és més sensible i té una taxa de
falsos positius menor que el cribatge de primer trimestre.

o El cribatge integrat és una opci6 Util en aquelles gestacions en que la mesura de
la TN no esta disponible o no s’ha pogut obtenir.

e Les gestants amb fetus amb una mesura de TN>3.5mm o més durant el primer
trimestre, i malgrat un cribatge bioquimic normal o cariotip normal, se'ls hauria
d’oferir un examen ecografic dirigit, una ecocardiografia fetal o les dues coses.

o El cribatge bioquimic tant de primer com de segon trimestre o la mesura de la TN
en les gestacions mdltiples és menys exacte i menys sensible que en les
gestacions uniques.

e La deteccié d'un DC durant I'examen ecografic de segon trimestre augmenta
significativament el risc d'aneuploidia, oferint-se un test diagnostic invasiu.

La majoria d'estudis sobre la deteccié d'aneuploidies es basen en poblacié d'alt risc o son
series basades en centres hospitalaris d’alt nivell. Els registres de defectes congenits a nivell
poblacional sén un sistema de monitoritzacid de DC que permeten avaluar la deteccid prenatal
dels DC.
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L'avaluacid de l'ecografia prenatal rutinaria poblacional per a la deteccid6 de DC i
diagnostic d'anomalies cromosomiques en poblacié general a partir de les dades del registre de
DC francés durant el periode 1980-1987, va mostrar que només un 21.5% dels casos va ser
detectat per mitja de I'ecografia prenatal i que un 62.3% dels casos amb anomalia cromosomica
presentaven algun defecte congénit que potencialment podia haver estat detectat per ultrasons.
Les taxes de deteccid prenatal per la trisomies 21, 18 i 13 foren 12.5%, 45.4% i 50%
respectivament, 58.3% per la monosomia X i un 28.6% per altres anomalies cromosomiques, i
nomes un 12.6% dels casos es van diagnosticar abans de la setmana 24 de gestaci6 (Stoll i
colls, 1993). En el registre poblacional de DC d'Oxford durant 1991-1996 va mostrar que el
31.4% dels fetus amb trisomia 21 detectats prenatalment es van diagnosticar a través de
I'ecografia (Boyd i colls, 1998). Un estudi posterior d'EUROCAT sobre la contribucié de
I'ecografia en la deteccid de la trisomia 21 va trobar una deteccié del 24% durant el periode
1996-1998 (Wellesley i i col-ls, 2004), percentatge similar al detectat en altres series (Nakling i
Backe,2005; Offerdal i colls (2008). Les dades del Registre de DC de la ciutat de Barcelona
(www.aspb.es/quefem/) de l'any 1992 fins a I'any 2002 mostren que les taxes de deteccid
prenatal per mitja de l'ecografia van ser per la trisomia 21, 18 i 13 del 40%, 68% i 71%
respectivament.

Ecografia genética

El terme d'ecografia genética descriu I'aplicacié d'una ecografia durant el segon
trimestre de la gestacid per tal ajustar el risc d'aneuploidia obtingut en el primer trimestre. El
diagnostic prenatal d'un DC estructural amb una reconeguda associaci® amb una trisomia
autosomica fa que probablement es dugui a terme un test diagnostic invasiu, en canvi el
diagnostic d’'un marcador ecografic requereix una correlacié amb altres factors de risc com
I'edat materna, I'historia obstétrica i familiar o el resultat del cribatge bioquimic prenatal.
Davant el risc de pérdua fetal associada a I'amniocentesi, I'ecografia genética s'ha
desenvolupat per proveir a una gestant amb un risc determinat una estimacié del risc
individualitzat i facilitar-li la decisio de realitzar un test diagnostic invasiu.

S’han utilitzat el risc bioquimic del primer trimestre i la mesura de la translucéncia
nucal juntament amb els marcadors ecografics de segon trimestre com a model de
I'efectivitat de I'ecografia genética de segon trimestre combinada amb el cribatge bioquimic
de primer trimestre (Krantz i colls, 2007). Un estudi america anomenat FASTER (First and
Second Trimester Evaluation of Risk) realitzat en 15 centres avalua el rendiment de I'ecografia
del primer i segon trimestre per a la deteccid d'aneuploidies que no son la trisomia 21
(Breathnach i col-ls, 2007). Durant el primer trimestre es poden detectar el 78% dels casos amb
trisomia 13, 18, Sindrome de Turner i triploidies per contra durant el segon trimestre es
detectarien nomes el 69%. Utilitzant un protocol sequiencial pas a pas (step-wise-sequential-
protocol), troben que usant probabilitats individuals per un marcador per a modificar el risc a
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primer trimestre per pacients amb risc per sota del cutoff, 'ecografia genética afegeix un 6%
de casos addicionals per una taxa de falsos positius de 1.2%. Aquesta ecografia és una
alternativa viable al cribatge bioquimic de segon trimestre i deuria ser utilitzada només per a
les gestants amb un risc en el cribatge bioquimic de primer trimestre entre 1/300 i 1/2500.
La taxa de detecci6 addicional fou de 4.8% per una taxa de falsos positius del 0.7% (Flood i
Malone, 2008). Per altra banda s’ha avaluat I'ecografia genética combinada respecte al que
s'anomena cribatge integrat, on el resultat del cribatge bioquimic de primer trimestre no
s'informa a la pacient fins que el resultat del cribatge de segon trimestre esta disponible i el
risc es basa en els marcadors de primer i de segon trimestre. Aixi van observar que si el risc

de trisomia 21 s'ajustés basant-se en la presencia de marcadors en l'ecografia genetica
utilitzant la probabilitat de cada marcador, hi hauria una reduccié en la taxa de falsos
positius del test integrat del 2.5% al 1.8%. No obstant també hi hauria una reducci6 en la
taxa de deteccié de sindrome de Down del 83% al 75% (Weisz i i colls, 2007). Pel contrari
Wax i colls (2009) avaluen I'ecografia genética després del cribatge bioquimic prenatal, i
troben que millora la deteccié de trisomia 21 a expenses d'augmentar la taxa de falsos
positius.

No obstant s’ha posat en discussid la contribucid de l'ecografia genetica, una
avaluacid prospectiva d’'una série de gestants va concloure que la seva eficacia es menor del
que s’havia dit i es proposa que no s'efectui aquest examen ecografic juntament amb el
cribatge bioquimic (Smith-Bindman i col-ls, 2007).

1.4.4 MARCADORS ECOGRAFICS D’ANEUPLOIDIES DE PRIMER TRIMESTRE

A lI'any 1866 Down va descriure que els individus amb trisomia 21 el gruix de la pell
era ample, el nas era petit i la cara plana. En la darrera década ha estat possible observar
aquestes caracteristiques durant el tercer mes de la vida intrauterina a través de I'examen
ecografic. Aproximadament el 75% dels fetus amb trisomia 21 tenen augmentada la
translucencia nucal (TN ) i un 70% dels fetus no tenen os nasal.

Cada dona té un risc de que el seu fetus tingui una anomalia cromosomica. Per calcular
el risc individual és necessari tenir en compte el risc a priori que depén de I'edat materna i de
I'edat gestacional en la que es faci la determinacio, i es multiplica per una probabilitat que depen
dels resultats obtinguts de I'ecografia i/o el cribatge bioquimic que es realitzen al llarg de la
gestacid i que determinen el risc especific de la gestant (Snijders i col-ls, 1996).

A partir de la setmana 11 de gestacié es pot visualitzar 'anatomia cardiaca, I'inserci6 del
cordd umbilical, identificacid i tamany de la bufeta, ossificacid crani, etc (Sonek, 2007). En els
darrers anys s’ha descrit I'associacid entre anomalies cromosomiques i marcadors ecografics
durant el primer trimestre de la gestaci6 (Spencer, 2007; Flood i Malone, 2008).
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= Translucencia nucal (TN)

Durant el primer trimestre el terme que s'utilitza és de translucéncia nucal, sense
tenir en compte si I'acumul de fluid és septat i si esta confinat al coll o envolta a tot el fetus
(Nicolaides i colls, 1992). L'edat gestacional optima per la mesura de la TN és entre la
setmana 11 de gestacid fins a 13 i la minima longitud cranio-caudal (CRL) deuria ser de
45mm i la maxima 84mm. S’ha d’obtenir una bona secci6 sagital dels fetus, com a mesura
de la CRL i la TN deu ser mesurada amb el fetus en posicié neutral (Braithwaite i colls,
1996). La capacitat d’aconseguir una mesura de TN fiable depéen de I'entrenament i
acompliment d’una tecnica estandard per aconseguir una uniformitat de resultats dins dels
diferents operadors.

Durant el segon i tercer trimestre de la gestacio I'acumul anomal de fluid en el coll del
fetus es pot classificar com a higroma quistic o be com a edema nucal. Aproximadament el
75% del fetus amb higroma quistic tenen una anomalia cromosomica i en un 95% del casos
I'anomalia és la Sindrome de Turner (Azar i colls, 1991). L'edema nucal te causes diverses i
les anomalies cromosomiques es troben en un ter¢ dels fetus, i en aproximadament en el
75% del casos I'anomalia cromosomica és la trisomia 21 o 18 (Nicolaides i colls, 1992; Souka
i colls, 2001). La TN augmentada esta associada amb defectes cardiovasculars i pulmonars,
displasies esqueletiques, infeccions congénites i malalties hematologiques i metaboliques, etc
(Sonek, 2007). L'associacid de la TN augmentada i aquesta heterogeneitat de condicions
suggereix que existeix més d'un mecanisme que provoca I'acumul de fluid en la pell del coll
fetal. Els possibles mecanismes inclouen la fallida cardiaca en associacid6 amb anomalies del
cor i de les grans arteries, retras o desenvolupament anomal del sistema limfatic, fallida del
drenatge pel poc moviment fetal que es dona en desordres neuromusculars, anémia o
hipoproteinemia, infeccid fetal, etc (Nicolaides, 2004).

En un fetus amb una TN augmentada el risc d’una finalitzacié de la gestacié adversa,
que podria ser deguda a una anomalia cromosomica i o bé altres anomalies, aixi com mort
fetal augmenta des del 5% per una TN de 3.4mm, del 30% per una TN de 3.5-4.4mm, del
50% per TN de 4.5-5.4mm, i del 80% per TN>5.5mm (Souka i col-ls, 2001). El diagnostic
d'una TN augmentada comporta realitzar una serie d'estudis complementaris fetals que
inclouen el cariotip, una ecografia detallada, ecocardiografia, cribatge d'infeccid i altres tests
genetics.

A la taula 1.13 es mostra l'associacid entre TN i anomalies cromosomiques, es pot
observar que hi ha grans diferencies entre les diverses series que van des del 11% fins el 88%,
amb una incidencia mitjana de 28.7%. S'observa que un 54% corresponen a trisomia 21, en un
19.3% a trisomia 18, en un 7.5% a trisomia 13, en un 9.7% a Sindrome de Turner, en un 2.4%
a altres anomalies del cromosomes sexuals, en un 2.1% a triploidies, i en un 5% a altres
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anomalies (translocacions desequilibrades, cromosomes marcadors, mosaics, duplicacions i
delecions).

Anomalia cromosomica

Estudi/any Gruix TN Ne Total Trisomia Trisomia Trisomia  45,X  Altres
(mm) casos 21 18 13
Johson i col-1s/1993 2.0 68 41 (60.3%) 16 9 2 9 5
Hewit/1993 >2.0 29 12 (41.4%) 5 3 1 2 1
Shulman i col-s/1992 =22.5 32 15 (46.9%) 4 4 3 4 =
Nicolaides i cols/1992 =3.0 88 33 (37.5%) 21 8 2 - 2
Ville i colls/1992 23.0 29 8 (27.6%) 4 3 1 = =
Wilson i col-ls/1992 >3.0 14 3(21.4%) - - = 1 2
Traufer i col-ls/1994 23.0 43 21 (48.8%) 9 4 1 4 3
Brambati i col'ls /1995 >3.0 70 8 (11.4%) é é é é é
Comas i colls /1995 >3.0 51 9 (17.6%) 4 4 = = 1
Pandya i col-ls/1995 >3.0 1015 194(19.1%) 101 51 13 14 15
Szabo i colls/1995 >3.0 96 43 (44.8%) 28 10 = 2 3
Shulte i Schindler/1992 >4.0 8 7 (87.5%) 7 = - - -
Van Zalen i colls/ 1993 24.0 18 6 (33.3%) 3 1 = 1 1
Nadel i col-ls/1993 >4.0 63 43 (68.3%) 15 15 1 10 2
Savoldelli i colls/ 1993 4.0 24 19 (79.2%) 15 2 1 1 =
Cullen i colls/1990 6.0 29 15 (51.7%) 6 2 = 4 3
Suchet i colls /1993 >10.0 13 8 (61.5%) = = = 7 1
Total - 1690 485(29%0) 238 116 25 59 39

Taula 1.13. Séries sobre I'associacio entre TN i anomalies cromosomiques ordenats en funcié de la mesura
de la TN (Nicolaides, 2004).

La implementacié d'un programa de cribatge de TN en la rutina diaria ha estat avaluat
per molts estudis. En alguns casos el grup de cribatge positiu es defineix per un cut-off en la TN
fetal o pel risc combinat de I'edat materna i la desviacio de la TN respecte a una mitjana en la
poblacié normal per un determinat CRL fetal (Nicolaides, 2004).

=  Flux del Ductus venos

El ductus vends (DV) és el vas sanguini mes petit que porta sang oxigenada des de la
placenta fins al cor fetal i I'avaluacié del seu flux s'ha utilitzat com a indicador d’acidemia
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fetal. Entre les 11 i les 13 setmanes de gestacid, els fetus amb TN augmentada també
mostraven un flux del DV de sang anomal i estaven associats a aneuploida. La disfuncié
cardiaca a estadis primerencs de la gestacid, indicada per un flux anomal del DV, es va
suggerir com la causa subjacent que provoca la TN augmentada. Les taxes de deteccid
d’aneuploidies amb la utilitzacid del flux del DV varien entre el 59 al 93% amb una taxa de
falsos positius entre un 2% a un 21%. En fetus amb el cariotip normal, un patr6 de flux del
DV anormal indica la possible preséncia de defectes cardiacs o resultat perinatal advers
(Borrell, 2004). Aixi mateix un patré de doppler anomal del ductus vends ha estat associat amb
un risc augmentat de trisomia 21. No obstant, a ligual que l'os nasal, la dificultat de la mesura
del flux del ductus vends limita la seva utilitzacié en la practica clinica (Holmgren i colls, 2008).
Maiz i colls, (2009) van descriure que la inclusié del flux del DV a totes les gestants i juntament
amb la mesura de la TN i el cribatge bioquimic es podrien detectar el 96% de les trisomies 21,
92% trisomies 18, 100% trisomies 13 i el 100% dels 45,X amb una taxa de falsos positius del
3%.

= Abséncia d’os nasal

Un estudi radiologic realitzat en 105 avortaments de 12 a 25 setmanes de gestacié amb
trisomia 21 va mostrar que en el 32.4% del casos hi havia una abséncia de l'ossificacio de I'os
nasal i en un 21.4% hipoplasia nasal (Larose i col-ls, 2003). Estudis ecografics en fetus de 15 a
24 setmanes de gestaci6 mostraren que aproximadament el 65% del fetus amb trisomia 21 l'os
nasal estava absent o era petit (Rosen i colls, 2007). La visualitzacid de l'os nasal fetal és
possible per ecografia des de les 11 setmanes de gestacio fins a 13*°. Per a la seva identificacio
és necessari que el cap i mig torax siguin les Uniques parts que es visualitzin durant I'examen
ecografic (Fig.1.7), i que hi hagi una vista mig sagital del perfil fetal i que el transductor ecografic
estigui paral*lel al angle longitudinal de I'os nasal (Sonek, 2007).

Fig.1.7 Visualitzacio os nasal

A la taula 1.14 es mostra el rendiment en la visualitzacié de l'os nasal. En un 94.3% de
les gestants es va poder veure i que en el 65% de les gestacions amb trisomia 21 l'os nasal no
era present. Aquest valor probablement estigui sobreestimat ja que aquesta mesura I'han fet
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professionals especialitzats de centres de referéncia i no a nivell poblacional. La visualitzacio
d’aquest marcador ecografic és mes dificil que la mesura de la TN (Rosen i colls, 2007).

Estudi/Zany

Visualitzacio
Os nasal

Euploide

Trisomia 21

Otano i col-ls/2002
Viora i colls/2003
Senat i colls/2003
Wong i col-ls/2003
Cicero i colls/2004
Kelekci i colls/2004
Malone i colls/2004
Orlandi i col-ls/2005
Monni i colls /2005

183/194 (94.3%)
1752/1906 (91.9%)
956/1040 (91.9%)

119/143 (83.2%)
5851/5818 (98.9%)
600/642 (93.5%)
4801/6324 (76%)
2411/2411 (100%)
16641/16654 (99.9%)

1/175 (0.6%)
24/1733 (1.4%)
4/944 (0.4%)
1/114 (0.9%)
129/5223 (2.5%)
9/594 (1.5%)
21/6311 (0.3%)
9/2396 (0.4%)
76/16558 (0.5%)

3/5 (60%)
8/10 (80%)
3/4 (75%)
2/3 (66.7%)
229/333 (68.8%)
1/2 (50%)
0/11 (0%)
8/15 (53.3%)
56/96 (58.3%)

Total

33314/35132 (94.3%)

274/34048 (0.8%)

310/479 (65%)

Taula 1.14 Rendiment del cribatge de I'os nasal a primer trimestre (Rosen i colls, 2007).

Hi ha estudis que han demostrat |'associacié entre abséncia d'os nasal de les 11 a les
13*® setmanes de gestaci i altres anomalies cromosdmiques a més de la trisomia 21 (Cicero i
col-ls, 2004; Kagan i col-ls, 2009) (Taula 1.15).

Anomalia cromosomica Cicero i col.ls Kagan i col-ls
%

Trisomia 21 68,8 59,8
Trisomia 18 54,8 52,8
Trisomia 13 34,2 45
Triploidia 0 -

45,X 10,9 0

47, XXY, 47, XXX, 47,XYY 5 -
Altres 16,7 -

Total 51,6 -

Taula 1.15. Incidéncia de I'abséncia d’os nasal de les 11 a les 13*° setmanes
de gestacié i anomalies cromosomiques.

La incidencia d’absencia d’os nasal disminueix amb CRL, augmenta amb el gruix de la TN
i és mes alta en poblacié de gestants afrocaribenyes que en gestants blanques (Kagan i col-ls,
2009). Aquests factors de confusid s’han de tenir en compte si s'utilitza aquest marcador
ecografic pel calcul de probabilitat en el cribatge de trisomia 21.
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* Flux de la valvula trictspide

La preséncia de regurgitacié tricispide durant les 11 i les 13*® setmanes de gestacid
determinada per doppler esta associada a fetus amb trisomia 21 (Huggon i col-ls, 2003 i Faiola i
col-ls, 2005). Per tal d'incloure aquest marcador en la rutina del cribatge d’aneuploidies durant el
primer trimestre, Falcon i colls (2006) van avaluar la seva reproductibilitat comparant el % de
concordanca en el seu diagnostic pels obstetres i pels cardiolegs, i van trobar un 88% de
concordanca. La regurgitacio de la tricispide es troba en menys del 5% del fetus euploides i en
el 68% 6 55,7% dels fetus amb trisomia 21, 33% en els fetus amb trisomia 18,30% en els fetus
amb trisomia 13 i en el 37,5% dels 45,X (Flood i Malone, 2008; Kagan i col-ls, (2009). En un
programa de cribatge tenint en compte I'edat materna, la TN, el cribatge bioquimic prenatal i la
regurgitacié de la tricispide es poden assolir taxes de deteccié del 91% per la trisomia 21 i del
100% per la trisomia 18 i 13 amb una taxa de falsos positius del 3%.

Una revisid sobre els possibles errors en la interpretacié dels marcadors ecografics de
primer trimestre, mostra que es necessari un cert nivell d'especialitzacié per a una correcta
avaluacio i també han sorgit algunes dubtes sobre la seva aplicacid clinica. La dades que
apareixen publicades sobre taxes de deteccid provenen de grups amb una alta experiéncia en
aquest camp, i estan representant el limit superior de deteccid de cada marcador. Els errors
podrien ser deguts a lincapacitat per a examinar el fetus, en l'apreciacid erronia i a una
interpretacid dels resultats incorrecta. Les variacions en les taxes de deteccid son el resultat de
les diferencies en I'habilitat de I'ecografista, I'equip utilitzat i del moment de la gestacio en el que
es fa 'examen (Borrell A, 2009).

1.4.5 MARCADORS ECOGRAFICS D’ANEUPLOIDIES DE SEGON 1 TERCER
TRIMESTRE

La deteccid de malformacions estructurals, marcadors ecografics i retard de creixement
intrauteri (RCIU) permet la deteccid d'aneuploidies fetals durant el segon i tercer trimestre.

= Quists de plexes coroides (QPC)

El plexe coroide és una estructura intracranial que produeix liquid cerebroespinal (Fig.1.8,
A) i es una de les estructures que s'observen amb major freqiiencia durant I'ecografia de segon
trimestre associant-se a aneuploidies. L'aneuploidia a la que més s'associa és la trisomia 18,
aproximadament un terg dels fetus amb trisomia 18 presenten quist de plexes coroides. L'analisi
de 748 fetus amb QPC aillat van mostrar que el risc de trisomia 18 fou de 1 de cada 374 amb un
valor predictiu positiu de 1/390, essent aillat en el 86% dels casos (Gross i col-ls, 1995; Nyberg i
colls, 1993; Sickler i colls, 1997; Morcos i colls, 1998). Només es va trobar una anomalia
cromosomica dels autosomes en un cas que tenia QPC aillat. Un marcador ecografic
d‘aneuploidia és d'utilitat quan es detecta en combinacié amb altres anomalies ecografiques. Es
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per aixo que la relacié entre QPC aillat i la seva relacié entre anomalies cromosomiques ha estat
subjecte de debat continu. Per tant en abséncia d'altres marcador ecografics o d'un cribatge
bioquimic en sérum matern normal la preséncia de QPC aillat no deuria induir a la practica d'un
test invasiu per I'estudi del cariotip (Holmgren i col-ls, 2008).

- e
—_ =

A. Quist plexe coroide aillat  B. Focus ecogénic intracardiac

Fig.1.8. Visualitzacié de marcadors ecografics

= Focus ecogenic intracardiac

Els DC cardiacs son les malformacions estructurals greus mes freqients al naixement
amb una incidencia del 8/1000. L'associacié amb fetus amb aneuploidies és del 33 al 42%. A
diferéncia d'un defecte cardiac estructural un marcador ecografic relativament comq, del 5 al
10%, és el focus intracardiac. Es defineix com a la calcificacid del muscul papil‘lar o de les
cordes tendinies del cor fetal (Fig.1.8, B) i poden estar localitzats en el ventricle esquerre o
dret. En els fetus cromosomicament normals no hi ha relacié evident entre aquest marcador i
defectes cardiacs en aquests casos, no es necessaria una valoracid neonatal en aquests casos
(Holmgren i colls, 2008). L'associacié d’aquest marcador amb aneuploidies es del 39% del
avortaments amb trisomia 13 i el 16% amb trisomia 21. Aquest marcador no es considera ni
sensible ni especific ja que es troba amb una alta freqtiéncia en fetus normals. Es per aixd que
guan aquesta anomalia es presenta de forma aillada no estaria recomanat una técnica invasiva
(Roberts i Genest, 1992).

= Intesti hiperecogénic

L'intesti hiperecogénic s'observa en l'intesti prim, i apareix amb una ecogenicitat igual a
la d'un os quan es detecta en el segon trimestre (Fig 1.9.A). A I'hora es produeix una pérdua de
I'imatge fetal i de la ecogenicitat essent un marcador molt subjectiu i mostra una gran dificultat
de ser diferenciat de la normalitat. Aquest marcador s’ha relacionat amb altres tipus de DC com
ili meconial, peritonitis i malrotacié o obstruccié intestinal, i digestid6 de sang intramniotica.
També s’ha relacionat amb fibrosi quistica, infeccions per citomegalovirus, RCIU i aneuploidies
(Shipp i colls, 2000). S'ha descrit una associacié d'aquest marcador ecografic i aneuploidies en el
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21.8% dels casos (Sepulveda i Sebire, 2000). Davant el seu diagnostic prenatal s'aconsella
incloure una detallada historia de sagnat, trauma, historia familiar de fibrosi quistica i d’'una
avaluacido d'infeccions maternes. S'aconsella realitzar estudis de fibrosi quistica, de
citomegalovirus i un cariotip fetal (Holmgren i col-ls, 2008).

A. Intesti hiperecogenic B. Hidronefrosi lleu

Fig.1.9. Visualitzacié de marcadors ecografics

= Hidronefrosi lleu

Les troballes ecografiques renals estan associades amb les aneuploidies. No obstant les
hidronefrosis lleus, també anomenades pielectasies o ectasia pielica, es una troballa freqlient
durant l'ecografia del segon trimestre, que s'associa amb la trisomia 21 (Wickstrom i colls,
1996). Entre el 17% al 25% dels fetus amb trisomia 21 presenten hidronefrosis lleus
prenatalment, comparat amb el 2-3% dels fetus amb cariotip normal. Es defineix hidronefrosi
quan es veu un espai esferic o el'liptic i hipoecoic dins de la pelvis renal d'una mida >4mm
(DeVore, 2001) i es mesura en el pla antero-posterior quan els ronyons es visualitzen en un pla
transversal en l'abdomen (Fig.1.9.B). A ligual que altres marcadors ecografics prenatals la
sensibilitat i especificitat com a troballa ecografica aillada no son bones i per tant ailladament no
s'utilitza com a marcador d'aneuploidies (Holmgren i col-ls, 2008).

= Angle frontomaxil-lar

Langle frontomaxil'lar andmal ha estat avaluat en un intent d'incorporar les
caracteristiques fenotipiques de la trisomia 21 com és el perfil pla dins els protocols diagnostics.
Es va observar que en la majoria de fetus amb trisomia 21 aquest angle estava augmentat en
relacid al fetus euploides (Sonek i colls, 2007; Molina i colls, 2008). Per altra banda la
combinacié de I'angle frontomaxil‘lar i 'os nasal a segon trimestre ha mostrat que augmenta
minimament la detecci6 de trisomia 21 (Odibo i col-ls (2009).
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1.5 OBJECTIUS

L’ objectiu general és avaluar les alteracions cromosomiques en una série pérdues
gestacionals (nounats morts avantpart, postpart i interrupcions voluntaries de I'embaras) i de

diagnostic prenatal i les seves repercussions fenotipiques.

Objectius concrets:

1. En la série de pérdues gestacionals:

1.1 Posada en marxa i optimitzacié de la tecnica de cultiu cel-lular.
1.2 Establir la freqiiéncia de les alteracions cromosomigues.

1.3 Valorar la concordanca entre el cariotip prenatal i postnatal.

2. A partir de la série de diagnostic prenatal de 19 registres de DC poblacionals europeus:

2.1 Determinar la taxa de deteccié de DC en les aneuploidies més freqlents mitjancant el
cribatge per I'ecografia.

2.2 Estudi de les anomalies autosdmiques rares i correlacié entre anomalia cromosomica i
troballa ecografica.

2.3 Valorar les caracteristiques clinico-genétiques prenatals d'una série de sindrome de

Turner.
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Material i Métode

2.1. ESTUDI CITOGENETIC DE PERDUES GESTACIONALS
2.1.1 Material biologic
S’han analitzat un total de 237 pérdues gestacionals provinents del Consorci Hospitalari del

Parc Tauli i del Hospital de Terrassa. Les edats gestacionals del fetus foren entre la 16 i la 40
setmana de gestacio.

Definicions:

Avortament espontani: Es la interrupci6 de I'embaras abans de la vintena setmana de

gestacio o quan el fetus presenta un pes inferior a 500g de pes.
Mort fetal intrauterina: Es la mort fetal després de la setmana 20 de gestacié o quan el fetus

presenta un pes superior a 500g de pes. En anglés correspon al terme stillbirth.
Mort fetal postpart: Es la mort fetal després de la setmana 20 de gestacio d'un fetus que

neix viu.
Interrupci6 voluntaria de I'embaras: Es la interrupcié de I'embaras provocada medicament

en aguells casos deguts a la deteccié prenatal d'una o més malformacions, d'un cariotip
anomal o per causes maternes. En anglés correspon al terme induced abortion (I1A) o
termination of pregnancy (TOP).

Pérdua gestacional: Inclou l'avortament espontani, mort fetal intrauterina, mort fetal
postpart i IVE.

Les pérdues gestacionals s’han classificat en diferents tipus segon quan es produia la
interrupcio:

» 130 Obits fetals
» 97 IVEs
» 10 Morts postnatals

En tots els casos es va cultivar teixit cartilaginds provinent de la unié condrocostal i teixit de
placenta de la cara fetal. La mostra de placenta era recollida en un pot estéril amb sérum fisiologic
immediatament després de la seva evacuacid i era transmesa al laboratori de Citogenetica. El
cartilag fetal s'obtenia en el moment en que el patdleg iniciava I'estudi necropsic fetal en un tub
esteril amb medi MEM amb les maximes condicions d'esterilitat.
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Quan a les IVEs es va realitzar I'estudi citogenétic en aquells casos on el motiu d'interrupcio
fou per una malformacio6 fetal o per anomalia citogenética detectades prenatalment.

2.1.2. Material de laboratori

Aparells Material fungible

Agitador (Heidolph) Agulla bisturi

Balanca de precisio (Cobos) Agulles i xeringa de 1 mL i 10mL esterils
Bany a 37° C (Grant) Flasc6 de cultiu de 25cm? (Corning)
Cambra flux laminar vertical (Telstar) Guants de latex estérils

Centrifuga (MLw) Plaques de Petri estérils de 35x10mm (Corning)
Congelador (Zanussi) Portaobjectes

Estufa (Haeraeus) Pipetes Pasteur

Incubador CO, (Forma Scientific) Tubs de 10mL fons conic esterils

Lupa binocular (Zeiss)

Microscopi invertit (Zeiss)

Microscopi optic (Zeiss)

Nevera (Comersa)

2.1.3 Productes i solucions

Medi de transport i neteja de la mostra

— MEM (Gibco)
— Penicil-lina/Streptomicina (Gibco) al 1%

Medis i solucions utilitzats en el processament de la mostra

Acid acétic glacial (Merck)

— Amniomax (Gibco)

Buffer Sérensen

Col-lagenasa tipus IV (Sigma)
Colcemid (Gibco)

— Colorant Wright (Sigma)
HBSS (Gibco)

KCI (Merck)

Metanol (Merck)

— Penicil-lina/Streptomicina (Gibco)
Tripsina-EDTA (Gibco)

RPMI (Gibco)
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— Sérum fetal bovi (Gibco)
— DMSO

2.1.4. Metodologia

2.1.4.1. Processament i cultiu de placenta

Sota la cambra de flux laminar i amb I'ajuda de dues agulles de xeringa estérils s'agafen uns
15mg de placenta i es col-loquen en una capsula de Petri amb medi MEM i amb unes 3-4 gotes
d'antibiotic.

Seguidament es passa a fer l'observacio a la lupa binocular per separar els coalls de sang i les
restes de material matern.

Es fan 2-3 rentats amb MEM i antibiotic per intentar evitar contaminacions posteriors. En el
darrer rentant es dissecciona la placenta fent-ne bocinets el més petit possible amb les agulles.

Una mostra de placenta es congela a -80°C, en un medi de cultiu que conté 8mL RPMI, 1mL
DMSO, 1mL sérum fetal bovi, 0.1mL P/S, per a I'obtenci6 de DNA i poder realitzar estudis
genétics.

. Amb una pipeta Pasteur estéril s'agafen els fragments de placenta i es situen a la superficie del
flasc6 de cultiu. Es dipositen entre 12-15 esplants. S'afegeix 3 mL de medi Amniomax
complementat amb penicil-lina-estreptomicina al 1%. Es col-loca a l'estufa a 37°C al 5% CO; i es
deixa durant 3 hores en posicié vertical. Transcorregut aquest temps els esplants ja s'han
adherit a la superficie del flascé i acuradament es situa en posicié horitzontal.

. Al cinqué dia es comprova, al microscopi invertit, si hi ha fibroblastes al voltant dels esplants. Si
s'observa creixement cel-lular es canvia el medi de cultiu tres cops per setmana per estimular el
creixement.

Quan s'observa un nombre de cel-lules en divisio suficient en 3-4 esplants es realitzen subcultius
a partir d'aquest cultiu primari.
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Subcultius

» Es treu el medi de cultiu i es posa en un tub de 10mL estéril.

» Es renta la superficie on estan enganxades les cel-lules amb solucié salina HBSS lliure de
magnesi i calci. Es deixa uns 20 segons i es llenca.

* Es col-loca 2mL de tripsina-EDTA a 37°C i es deixa actuar durant 10" a 37°C.

» Passat aquest temps s'observa, sota el microscopi invertit, si les cél-lules s'han desenganxat
de la base del flasco.

= S'aboca el medi de cultiu guardat en el tub de 10mL per aturar l'accid enzimatica de la
tripsina.

= Depenent de la quantitat de cel-lules que hi hagi, es sembra en el mateix flasc6 o es
reparteix en dos flascons, en el cas de que hagin moltes cél-lules.

2.1.4.2. Processament i cultiu de cartilag

Un cop es rep la mostra de teixit cartilaginés fetal es diposita la mostra en una capsula de Petri
estéril i s'afegeix medi MEM amb 3-4 gotes d'antibiotic. Amb I'ajut d'una agulla de bisturi esteéril
es treu el teixit connectiu que I'envolta.

Es fan bocinets el més petits possible amb I'agulla de bisturi i realitzem 3-4 rentats amb medi
MEM afegint unes 4-5 gotes d'antibiotic.

Es traspassen els bocinets de cartilag a un tub estéril conic de 10mL i s'afegeix 2mL de tripsina-
EDTA (1X). S’incuba a 37°C i al 5% CO, durant 45'. Durant aquest temps s’agita la mostra amb
els dits 2-3 vegades. Passat aquest temps es centrifuga a 1500rpm durant 10'.

S'elimina el sobrenedant i s’afegeix 2mL de col-lagenasa a una concentraci6 de 4mg/mL.
S'incuba la mostra durant 2 hores a 37°C i al 5% CO0,. Transcorregut aquest temps es centrifuga
a 1500rpm durant 10'. S'elimina el sobrenedant i es resupen el pellet amb 6mL d'amniomax
complementat al 1% amb antibiotic. Es pipeteja per homogeneitzar la suspensié cel-lular i es
reparteix en dos flascons de cultiu.

Entre el tercer i el cinquée dia es comprova al microscopi invertit si hi ha fibroblastes adherits a la
superficie. Si s'observa creixement cel-lular es canvia el medi de cultiu tres cops per setmana per
estimular el creixement.
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Quan s'observa un nombre de mitosis suficients al llarg de la superficie del flasco es procedira a

I'extraccio del cultiu.

2.1.4.3. Extraccio del cultiu i obtenci6 de preparacions cromosomiques

Generalment es procedeix a I'extraccié del cultiu entre 7-15 dies des del inici del cultiu.

El dia abans de treure el cultiu es canvia el medi de cultiu per estimular la divisié cel-lular.
S'afegeix 0,3mL de colcemid (10ug/mL) i es deixa actuar durant 3-4 hores.

Es procedeix a desenganxar les cel-lules de la superficie del flasco de la mateixa manera que
la descrita a l'apartat 2.2.4.1 en el paragraf del subcultiu.

Desprées d'observar al microscopi invertit que les cél-lules estan desenganxades i inactives
amb el medi es traspassa la suspensié cel-lular a un tub de 10mL i es centrifuga a 1500rpm
durant 10'.

S'aspira el sobrenedant i s'afegeix I'hipotonic KCL 0.075M gota a gota fins un volum de 7
mL. Es pipeteja i es deixa actuar durant 35' a un bany a 37°C . S'agita cada 5-10' amb pipeta
Pasteur.

Passat aquest temps es centrifuga a 1500rpm durant 10'. S'afegeix fixador Carnoy
(metanol:a.acétic 3:1) gota a gota fins un volum de 7 mL. Es reparteix aquest pas dos
vegades més.

S’eixuguen uns portaobjectes desengrasats i guardats a -20°C amb paper de cel-lulosa. Es fa
una extensié deixant caure 3-4 gotes de la suspensio cel-lular a una alcada de 0,5m. Es
deixa assecar a l'aire.

Es comprova la concentracié cel-lular aixi com l'aspecte de les metafases al microscopi
invertit. Si hi ha poc material es concentra centrifugant de nou o bé es tira més gotes en el
portaobjectes. Si hi ha molt material s’afegeix una mica de fixador per diluir.

Es fan unes 5-7 preparacions de cada cas.

S'envelleixen les preparacions a 65°C durant 24h.

S'aplica la técnica de Bandes G, incubant el portaobjecte en 2xSSC a 65 °C durant 3'. Es
renta amb aigua de l'aixeta i s'asseca amb paper de filtre. Es tenyeix amb colorant Wright
(Buffer Sorensen:Wright, 3:1) durant 3'. Es renta amb aigua de l|'aixeta. S'asseca amb paper
de filtre.

59



Material i Métode

2.1.4.4. Analisi de les preparacions cromosomiques

L'analisi de les preparacions es fa al microscopi optic. S'estudien un total de 20 metafases, i
la férmula cromosomica s’escriu d’acord a les normes descrites a International System for Human
Genetic Nomenclature (ISCN, 1995).

Es defineix clona quan almenys dues metafases mostren la mateixa anomalia estructural o
quan dues o més metafases mostren la mateixa anomalia numérica (tres ceél-lules per una
monosomia i dues cél-lules per una trisomia).

S’ha realitzat I'estudi citogenetic del pares quan s’ha detectat una anomalia estructural per
tal d'oferir un consell genétic més acurat.

Es defineix errada de cultiu quan no s'observa creixement cel-lular per realitzar el cariotip
després que s’hagi mantingut el cultiu durant 4 setmanes.
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2.2 CRIBATGE PER ECOGRAFIA PER A LA DETECCIO D’ALTERACIONS
CROMOSOMIQUES.

2.2.1 Grup d’estudi EUROSCAN

L'estudi EUROSCAN va sorgir a partir d’'un projecte BIOMED titulat “Evaluation of prenatal
diagnosis of congenital anomalies by fetal ultrasonographic examination” (BIOMED 2 Concerted
action BM H4-CT96-0539). Aquest grup es va crear per dur a terme un estudi de 19 registres de
defectes congeénits d’Europa amb la finalitat d’avaluar la utilitat de I'ecografia prenatal per al cribatge
de defectes congenits en poblacié general.

2.2.1.1 Poblaci6 d’estudi

EUROSCAN compren 19 registres de defectes congénits de 11 paisos europeus, setze dels
quals pertanyen al registre europeu EUROCAT i fan servir la metodologia d'EUROCAT (Clementi i
Stoll, 2001). Tots el registres s6n de base poblacional. La interrupcié voluntaria de 'embaras (IVE)
després d’'un diagnostic prenatal de defecte congenit és possible durant el segon trimestre (22-24
setmanes de gestacid) en tots els registres excepte a Franca i Alemanya on es poden realitzar
durant tota la gestacid. El diagnostic prenatal ecografic de defectes congeénits es déna de forma
rutinaria a tots els paisos amb I'excepcié de Dinamarca i Holanda.

La poblacié d'estudi compren tots el recent nascuts vius i morts i IVEs diagnosticats amb un
DC durant el periode compres entre 1-7-1996 fins 31-12-1998. La poblacio inclou un total de
664.340 naixements d'aquests 7.758 casos presentaven algun defecte congenit i 1.738 una
anomalia cromosomica.

2.2.1.2 Definici6 de cas

Aquest estudi inclou tots els recents nascuts vius o morts i IVEs amb al menys un defecte
congénit definit com aquella malformacié estructural detectable per ecografia prenatal i
diagnosticada prenatalment o fins el seté primers dies de vida.

2.2.2. Recollida de les dades
2.2.2.1 Questionari

La recollida d'informacio en el questionari esta estructurada en cinc nivells diferents
(Fig.2.1):
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» En la primera part les variables seleccionades fan referéncia a la identificacio del cas, edat
gestacional, edat materna, pes i sexe.

» La segona part esta constituida per preguntes que fan referéncia al diagnostic prenatal per
ecografia.

» A la tercera i quarta part del questionari es recull la informacié referent a la sospita i
confirmacié diagnostica de la malformacié.

» En la cinquena part del questionari es recull totes les anomalies diagnosticades a la
finalitzaci6 de l'embaras (recent nascut viu o mort, IVE i mort intradter) i informacio
relacionada amb el cas com el cariotip, estudi necropsic o altres tipus d’estudis.

2.2.3. Elaboracio6 de les dades i analisi estadistic
2.2.3.1 Codificacié

Un cop obtingudes les enquestes, els defectes congeénits s6n codificats tenint en compte
I'International Classification of Diseses (ICD-9).

Aquestes dades s'introdueixen a l'ordinador, utilitzant el programa de bases de dades
ACCESS 97 (microsoft Corporation, Redmon, WA, USA), en una base de dades préviament
dissenyada . La privacitat de les dades esta garantida utilitzant un Unic identificador (ID) per a cada
centre participant i per a cada cas.

Un cop introduides les dades, s'envien al centre coordinador a Padova on s'analitzen i
atenent a l'0rgan/tipus de malformacié s'establiren subgrups de treball. Cada subgrup treballa
independentment amb les seves malformacions, sindromes o cromosomopaties.

No ha estat possible calcular la proporcié de falsos positius donat que els registres
participants només tenien els casos amb malformacid i no es feia un seguiment dels casos amb
malformacié diagnosticats prenatalment i que finalitzaven la gestacié com a nadons normals.

2.2.3.2 Analisi estadistica

Per analitzar les dades s'ha utilitzat un ordinador PC del Consorci Hospitalari del Parc Tauli.
El software utilitzat per I'elaboraci6 dels resultats ha estat el programa SPSS/PC+.

A les dades obtingudes se'ls ha aplicat la prova estadistica de X?. S'ha calculat el
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coeficient de regressi6 amb intervals de confianga per coneixer si existeixen diferencies
significatives.

O Lh s e b

Fig.2.1. Quiestionari recollida dades.
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Fig.2.1. Questionari recollida dades (continuacio).
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3.1 ARTICLE N°1

Titol: Fetal and placenta chromosome constitution in 237 pregnancy losses.

Revista: Ann Genet 2001,44: 83-88.
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Abstruet — The aim of the study was i camy out cytogenetic analyses in pregnancy losses. Samples of canilage and placenta fssuc were
chiained prospectively from 237 pregrancy bosses of more ihan 16 weeks of gesiation {130 sulbhirthe, 97 induced stwmions and 10 early
nevmatal deaths b, Castibage cublise was performed in 222 samples and placemtal culture was imitated in 224, The overall culture suooges rase
was B15%, T2 W0 in sitllbirtha, 975% in inducced abortioss and 100° in early neonatal death. An absormal karyolype was detecied in 52
cuses: 6.9% in stiffhinhs, 43,6% in induced abortions and 20¢% i carly neonatal desahs. The rate of discropancy between the prenatal
cytogenetic reculls in amnbotic Aukd and the post-termination karyotype wus 3%, The tissue of chisce for cylogenetic analysis was cartilage
i induced abogtions asd early neonatal death, amd placenia in willbirih, The ity of cises had a chromosome abnormality: maltiple
comgemial anomalies in 74.6%. and & single major anomaly in 97%. £ 200] Editons socilafues ¢ nddicales Elsevier SAS

silllblrih { induced aboriion § neonatal death § cartilage and placenta ool culture ! genetic conpselling

1. Introdoction

It has bean estimated that between 30% amd 60% of
all human canceptions fail o complete their intrer-
ine development [1=3], and that over 60% are cyto-
genehically abnormal [4-8] In stillbinhs and early
neonatal  deaths, chromosome  abnormalities  are
present in 6% of cases; this incidence increases when
macernted and multiple malformed stllbirths ane se-
bected [9-12]. Cytogenetic investigation of spontane-
ous pregnangy losses provides the basic information
for accurate genctic counsclling.

Karyolype success rate for specimen types has been
reported o be 419 in stillbirths, but 87% in neonatal
deaths [13], and chromosome resulis are low in
macerated stillbirths. A high failure mie of postmor-
iem karyotyping (27%) has been described in abor-
tions indvced due 1o fetal abnormalines [14],

Plocenta and fetal membranes are an useful source
of viable fetal cells for colwre, because these cells

o ﬁun':_m'uw'i.'mw ianid irrlrf.;lrj.-
E-murl addrery: phaennd@cepl.ed [N, Baenal,

may survive for days or weeks after fetal death [15]
However confined placemal mosiicism canmmM be
excluded if only these extroembryonic tisswes are
amalyzed. Samples of skin, lung. kidney, or muscle
temd o be the preferred culture sources. Human
cartiluge has also been used for cytogenetic studics in
stillbarths, fetuses and dead infants [16],

The present study describes (he results of eytoge-
netic analyses of cartilage and placental cultures in a
series of 237 pregnancy losses,

3. Material and methods

From January 1993 through May 1999, a fotal of
247 comsecutive samples obtained from pregnancy
losses (130 stillbinths from 16 w 4 weeks of gesia-
tion, 97 induced abortions and 10 early neonatal
deaths) were collected from ihe Registry of Binh
Defects i the Vallés srea (Barcelona) for chromo-
somal study.
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Table L Indications for induced aboations

Imficatines of indueeid shomioss N ol cales
Abnormal karvotype W
Lrasound deiection of one mslformaiion 3
Uitrasound deiection o 1wo or mane malfomation 19
Total ] W

Tix define our terms, a stllbirth was 3 fetws thit died
after 16 weeks of gesaion, early necotal death
refermed o a baby dying within 8 days of hirth, and
induced abortions were due 10 an abnormil karyolvpe
and ultrasound detection of one or more malforma-
tions (feble M. Pregnancy loss thus comprised still-
binths, carly neonatal deaths and wnduced abortions.

Samples included placenta and cortilage, Placemal
samples (224 cases) in saline solution were sent to the
extogenctic laboratory immediately after pregnancy
termination. Prior to autapsy, canilage samples (222
cases) from the chandrocostal junction were obtained
in aseptic conditions and transferred o sterile mbes
containing MEM mcdium. Cartilage could not be
obtained in 15 cases becouse the fewses had been
froeen. fixed in formol, or were very small, Flacewal
samples were nod oblained in the 10 early neonatal
deaths, two stillbinhs and one induced abortion.

Placenta was cut into small fragments and explints
were set up in flasks, Culmres of placental villus
mesodermal core cells were performed. Subculinring
and harvesting were carmied oot using siandard meth-
ods. A sariple of placenta wias frozen al -30°C for
future investigations such as DNA analysis and Com-
n_ntl"nli\-r: Genomic Hybrdization on uncultured mate-
rals,

The procedure for camilage cultire wis w follows.,
The tissue sample was rinsed in 3-4 changes of MEM
(Gibeo, UK) supplemented with 1% penicillin and
streprodnyein (Gibeo,UK) and was cul into small
pieces.The pieces were then transferred 1o a sterile
b containing 2ml trypsin-EDTA (1X) (Gibeo, UK )

Table I1. Cariilage snd placesan) karvorvpe susoess culture rates by type of pregnassy boss.

Tupe of pregnascy hoss Cartilage

N® Bucoess ")
Millhink 17 2 {ZI7.3)
Induced showkon a3 = (BET)
Essty neomatal death 1k | L] L LI
Toad 121

131 3

and incubated in 5% CO, for 40 minutes a1 37 °C. The
suspension was shaken 2.3 tmes by placing it verti-
cally. The cell suspension was centrifuged an 1500
epm For 10 minules, The supermatant was removed and
cells were suspended in 2 ml of a tvpe Il collagenase
solution (dmgiml) (Sigma, USA) and incubated for 2
hours ot 37 °C in 5% C0y. It was then centrifuged m
1500 rpm For 10 minutes, The supematant wis resis-
pended in Amniomax (Gibeo, LK) or Chang mediam
(Irvine Sciemific, USA) The suspension was trans-
ferred into two cillure Aasks and incubated a1 37 "C in
3% CO, atmosphere, Harvesting was performved in the
standard way. Metaphases were analvzed moutinely
with G-banding, Twenty metaphases were karyotyped
and descrbed according o the Inernational Svatem
for Huma Genetic Nomenclawre. A clone was con-
sidered when a1 least two metaphases showed the
same structural abnormality, of when three or mone
showed the same numerical abnormality, Prenatal
karyotypes were performed when a struciural abnor-
mality was detected, for the purpose of genetic couns
selling. Culmre failure was defined as no cell growth
or insufficient cell growth for karyvotvping afier cul-
iures were maintained for four weeks,

Y. Resulis

From the total 237 pregnancy losses, the overall
karyotype sucoess rate was 33,55 (198 cases), Carti-
lnge culture was performed in 222 samples and 1he
karyotype sucoess rale was 59% (131 cases). The
highe=t success rates were obtained in early neonatal
deaths (100%) and in induced abormions (93,7%)
(eerbde A7), In stilibirths, 72.3% of cases were karyo.
typed. Placental culure was  performed in 224
samples with a karyoype success rne of 73.7% {165
casesh [n induced shortions similar success rates were
chtaimed in placenta and cartilage (84.4% vs 93.7%).
In stillbinhs, a higher success rle was obtained in
placenta (65.6% ve 27_3% in camilage) (hebfe £). In the
43% of siillbirths (49 of 114) in which camilage did

Placemin Tistal
o LA %) b SmeRs (%0
128 R4 {655} i3 " 723
i A {%4.4) o7 i 97
LU : e} 1 A B
fint 164 iTin 137 198 (&1
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Takle 1. Karyonype and necropsy resules.
Karynoype Mumber of cases Necropay resubis
Canilage (%) Placentas {5 Tosal {5}
Moamnal
A, XY a4 = 7l NS IMICAS
dn, KX 4n 72 T4 IS UMCAY
Subtoal B2 T2 123 (74) 146 (73.7)
Absarmal
- Trrizustiva
47.XY.+21 4 L] 5 WA
47 XX, =21 9 1] I MICA
47.X¥. =18 1 1 2 MCA
47, KX, =18 + L 4 MICA
47. XY, =13 2 - 2 MOA
AT KK.+13 1 I [ MCA
46, XNMT N 21 1 | | MOA
46, XY XY 413 1 I | MCA
AbKKMAT KN 4 1 - | 5
o Aoy
0 XYMIXY.-21 1 | | MOA
- Kvwaturond oo s
b KO e 0 1 34 2 209 2 2 imaaa 1 | | MOA
A6, X300 14221 Wig 1i0g 100,421 mar 1 | | MOCA
A6 XY e 120p 1 12 Bt 1 I I MCA
46, XY del( 111 1 3210 die noves i I i MCA
AKX YA S 0 Mg el 1 I I MCA
= Pofymhoudies : i B MUA
= Cinnpnon! aneuploidies
45, X 2 1 5 mrst
47, XXX | I I 5
47, XY 1 | I N
AR XNMAT XN 1 I I N
ATXXY 1 I I ™
16, XYATEXY 1 I I b
Sultwiocal 30208 47 (2} 52 {26.3)
Tiaead LET ([ 108

N mrphidogically nonmsl Tees, 5 ° sin

mulformation, $CA multiple congenital absommaligics sffecting a1 least two different sysiem

{1} A single malformation was detecied i 14 cases. (2) 9 cases were mishiple abnormalities, (3) A single malformation was prosent in 24 cases.
140 5 cases were muliuple shnormealiies, (3 A single malformotion was prescnl in I cascy. (60 Parcnlal Raryolype sl perfanmaed.

ned grow, the karyolype was obtained from placenta,
In 56.2% of macerated stillbinhs (grades TH1-1%;
18/32) both cartilage and placental cultures failed.
Karyolype was oblained in only seven macerated
stillbirths (grades 111V}, in four cases from placenta,
in two cases from placenta and carilage and in one
case from cartilage.

With the cartilage culture method, the mean time
from culere 1o harvesting was 6 days. The mitotic
index was high (4-7 metaphasesffield), mainly in the
cases with a shorl culture time; well-spread mitoses
were [requently observed, In placenia the mean time
from culiure 1o harvesting was 2- weeks, Mo discrep-
ancies were observed in karvedypes oblained [rom
placenta and cartilage (185 cases),

OF the 198 samples successfully Karyotyped, 52
cases (26.3%) had chromosome abnormalities: 28
amesomal isomies, one gutosomal monosomy, five
autoeomal structural reorganizations (3 onbalaeced
and 2 aparcntly balanced), cight polyploidics and 10
cascs of s¢x chromosome ancuploidies (ralde 11,

I 130 stalibarths, nine (6,99 ) chromosome abnor-
matlitics were found: three coses of 45X, five np-
Toidies, amd one Down syadrome, These cases were
only diagnosed in placental tissue, either because the
cantilage did not grothw or because of the absence of
a fetus (Tour cases of diondrnic triploidy ),

I all induced abortions an abnormal karyotype wis
detected in 43.6% (41 out 94), In abomions induced
because of ulrasonographic detection of malforma-

70



By M. Bagna ot all, / Ann, Gendt, 42 (2001 B3-48

tions and without previous karyotype, seven chromao-
somnil abnormalities were detected: 47T.XXX v an
anencephalic fetus, 47, XX,421 in a fetus with hydrops
fetalis, 46 XYM4TXY.+13 in 4 fetus with muliple
abnormalities, 43X in a fews with hyvdrops fetalis,
46, XYM2XXYY in a case of olipoamnios, 46.XX/
47 XX.+8 in a fetus with congenital hean defect
46 XY A5 XY 21 in a fetus with multiple renal de-
fects.

The karyotype were confirmed in all abonions
induced as o result of the detection of an whnormal
karyotype or ultrasound detecrion of malformation,
bt three discrepancies (3% ) were detecied: one ciase
of mosnicizm 46, XXUET XXX diagnosed as 47.XXX
in amniotic fluid, and a 46 XXMTXXA8 and a
46, XY A5 XY -2 with normal prenatal karvotypes.

In early neonatal deaths {10 eases) o chromo-
soanal  abnormalities (2095 were  ohserved:  one
STXEY 13 and one 47,XX #18. In these cases, ambu-
ltory prematil ulirasound Guled to detect malforma-
tions,

Mecropsy was perlormed in all cases, The correla-
tion between karvolype and phenotype 15 shown in
table W Among 41 cases with o single malformation,
four (92.7%) had chromosomal abnormalities (one
47 XXX, wo 45X and one 46 XXMAT XX 48 A
chromesomal abnormality was found i 42 oui of 55
casgs of multuple abnormalities cases (TA% ).

<, Discunssion

The results of the study provide evidence of the
isefuliness and Teasibility of the combined cartilage
and placental culture method for karvotyping preg-
nangy losses, As expected, more wechaical difficulties
were found in stillbirths than in carly neonatal deaths
or induced aborttons (tabie ). To obluin ¢ylogenelic
results from macerated stillbirths is particulary diffi-
cult. In our study, the karyotype wis obiained in 49 of
these cases (43%) from placemal culiures only, be-
cause the cartilage culture failed. The tissue of choice
in stillbirths is the placents, because it is ofien a
highly succesful source of viahle fetal cells surviving
for days or weeks after [etal death [15, 17]. Even
though confined placental mosaicism was deseribed,
mo discrepancies wene observed in karvoypes ob-
tained from canilage and placenia.

Cartilage culiures have not been wiadely used for
evtogenetics sudies, A cartifage culture method usmg
explantix was described by Chen [18], and other
athors [16, 19] modified this procedure using a
cartilage diszociation method with collagenase. These

Table IV, Compartson of culure sucoess mies in different Teal
lisaues and by type of specimen.

Reference Type spocimen % Success
Machen (1974} SB.MND im = T726) LLy

B uleshow [ 19765 20 im = M) 2.7
Songster et al { 1992} SA5B (m= 108) 7.3

U piosie | 1903 i N imw 23) 7
Pasali { 1994 5B (m = i) 42,5
Chelmen - Bohan e all (19594 SASMIA (= N 8BS
Fisheer et al { 1496) SRIAND (m=3)) L4

SASRIAND (m= 1361p A3
SH 1A ND (m = 237} B35

Rodpers 22 al (1994)
Prosent siudy (1998)

BA Spontaneoss shorson, SH Siilibinh 1A Induced abormioa,
MI¥ Early nesnainl death

surveys show higher culture sueeess mies thun others
that used other fetal tssues such as gonads, skin or
kidiney (nable II. although the proportion of stll-
births, induced abortions and early neonatal deaths
differed in each series [0, 16-22]. Using cartilage
and placental tissues, and taking into account the fact
that the number of stillbarths 15 substantial, we ob-
twined a higher overall success cullure rare (83.5%)
than in oiher lurge series (ralde 1V,

An abnormal knrvotype wos detected in 26.3% of
pregnancy losses, 6.9% af stillbirths, 43.6% of in-
duced abortions and 20% of early neonatal deaths:
these nesults are in agreement with oiber neports in the
Iterature 23] Aumtosomial tnsormes 2118, 13 and
polyploiies were the most common chromasomal
abnonmalities found in pregnancy losses, because the
remaining antosomal trisomics are thought o be
generally incompatible with survival throughi the Girst
trimester, as different authors have shown [9, 15], Of
the 198 cases succesfully karyotyped, a chromosome
abnommality wis found in 76.4% of cases with mul-
tiple abnormalitics and in 9.7% of cases with a single
magor malformation (anencephaly, ovstic hygroma
and congenital hean defect) (rabie 1V,

The frequency of chromosome abnommality i stll-
births was 6.9%, a figure similar 1o that found i other
series [17, 20, 24|, Monosomy X is the most common
eytogenctic abnormality in stllbirths, amd the sccond
mosl commaon group of chromosome defects in still-
births are wutosomal trisomies 21,08 and 13 [2]. The
range of chromosome abmormalities found among
stillbarths 15 related 1o the spectrum of ancmalics
diagnosed in the newborn population, the only differ-
ence being tht we found five riploidies, usually seen
in early spontancous aborions [2, 4].

Among 58 abortions induced lor ulirasonographie
malformations, seven (12%) chromosome abnormal-

Resultats

71



Resultats

N, Bagna et al. f Ann, GEnt, 44 (2000 ) 83-E8 B7

ties were detected. An unvsual wplo X was found in
an anencephalic feius, Anencephalia is almost always
associated with a normal karvotvpe |13, 25); there are
some repons of fetuses with anencephaly and abnor.
mal non-specified karyotypes [26-27] but none with a
triplo X. which was probably found as o random
association,

There were three discrepancies (3% ) from prenatal
cytogenctic resulis in amniotic fleid ond  post.
termination karyolype. As in our case of irisomy &
maosaicism, five oher cases in which amniocentesis
lailed 1o detect trisomy 8 have been described [28],
suggestng that amnione fluid may not be the best
sample 10 reveal mmisomy & mosaicism, Individusls
with tnisemy 8 present muliple features that include
congenital heart disease [29] . Monozomy 21 mosa-
icism is a rare condition, and the abnormal cell line
was missed al prenatal cylogenctic analysis. As de-
seribed by Hsu [30]. monosomy  mosaicism s a
potential pitfall in prenatal diagnosis, Autopsy find-
mgs in the fetus with monosomy 21 mosaiesm
showed a male with micrognathia, agencsis of night
kidney, mulicystic left kidney and hyperthrophic
heart: these malformations have been described in
individuals with monosomy of chromosome 21 [31].
A mosaicism with a normal cell ling was found in
karyolype 47.XXX detected prenatally because of
advanced maternal age. These false-negative resulls in
amniote Muid stress the general problem of mosa-
icism in prenatal diagnosis.

The chromosome abnormalities detected in sgill-
births, in abortions induced for ulirasonographic mal-
formations and for abnormal karyotvpe indicate the
need tooanelude chromosome studies in all protocols of
pregnancy losses for accurate genetic counselling and
for guality control of the tesis used.
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El grup EUROSCAN va ser creat per emprendre un estudi al llarg d’Europa sobre la viabilitat
de l'ecografia rutinaria en el cribatge de defectes congénits i per avaluar la taxa de deteccio prenatal
dels defectes congenits en una poblacié no seleccionada utilitzant les dades recollides en 20
registres de defectes congenits d’Europa.

El projecte titulat: “Evaluation of prenatal diagnosis of congenital anomalies by fetal
ultrasonographic examination” va ser sotmes a la quarta Framework Programme, BIOMED 2
obtenint-se financiacié de la DG XllI Science, Research and Development per I'estudi durant 36
mesos. Durant el periode d'estudi es va diagnosticar 8.126 casos amb defectes congénits dels quals
1.738 corresponien a anomalies cromosomiques.
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3.3 ARTICLE N°2

Titol: Prenatal detection of rare chromosomal autosomal abnormalities in Europe.
Revista: Am J Med Genet 2003, 1;118A(4):319-27.
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DI, SO WIITT CLIIGETIORRCE pRreIeL LT TRETR T
unulysis muinly dl.ullutn- u]uTml l.l.'gtl.E.lll nge and
positive triple test, and 31.68% were detocted at birth,

This most frequent Lypes of raee sulosomal abnorme-
alitics detected by US were unbalaneed rearrangements
(B3.2%), fllowed by deletions (51.5%). More than hall
rire Lrisomies (60.9%) and duplicatbona (66, 5%) wers not
deteetod by US.

Thar detection rate by US varied according to the
different policies for congenital anomalies sereening in
eountrioe. Wo foond that 25% of cases wors dotectad
when no rontine scan is performed, 41 6% when one
scun, 43, 7% when two scan, and 50% when throe scan is
parformed. Maan Enﬂtnti.m-'l ama of detestion of con
il defiscis by US was 22 weeks (range 10-40 w
The mean maternal MEE WAN il yenrs [rl.'np 1 R
44 yoara),

The sutcome of the 114 cames with rare autosomal
ahnormalitbes are shown in Table 110, elssified seoord-
ing to the defection or non-detection of congenital
anomalics by Fetal U5 A TRE8% of cuses dingnosed by
US had a poor outeome (TOF, atillbirth, and neannial
deaths), Among the cases nol detected by US there were
no S8 or necnatal deaths. In this group, there werne
26 cases (42%) with congenital anomalbes disgnosed at
birth or after TOP.

Congenital anomalies detectod during pregnancy are
shown in Table IV, The most frequent were cratic hy-
groma (0, 6%}, central nervous svetem defects (17.6%),
curdine doliseta (13.29%), wmd di rugm defiects (10,3%),
118 markers were recorded inonly 11 registries and were

thres inversions; ten of them were detected by 175
{Table VII).

DMSCUSSION

The frequency of rare sutassmal aboormalities in this
surnple of 1,788 ¢ nhnormalities was 6G.6%
(114 cases), Thiz overall rate i2 lower than those
reparted [Micolaidos ob al., 1992 Hume of al, 1995;
Hanna et al, 1996}—10.4, 16.4, and 13.4% respoc-
tivoly—and highor than the figure of 4.4% reported by
WladimiroiT et al_ [ 19495]. Cur percentage could be more
accurate bocanse this series io the lorgeest and i the only
e hased in uneelecled populations,

Fetal dofocts in eases with rare autesomal shoor-
malities wore detecied by US cxamination in 45.6%
(62 cascs). This percentage is very aimilar to that
reported by Home et al. [159895] (456%) and Al-Kouaily
ot al, [2002] (42.8%). The US detection rate of fetal
difecls sasocialed with rarm aotosomal abnormalities
was significantly higher (46.76%) compared with the U5
ditaction rate of fotal defecta asasciated with commeon
sbnormalities (34.7%) (P=0L.018). This difference sug-
yussts the climicnl sipnificance of congenital defects in
rire aulmsomal abnormalities. When an anomaly er an
118 marker are detected, both targeted 175 examination
and cyiogenetic study must be performed in arder to
know Lhe asnociation between fedal phenotype and rare
autesemal abnormalities. Also, such studics may offor
eome information about prognosis and may be helphul in
genetic counseling to the purents,

TABLE 1. Casen With Rare Aubosomal Aboormalitics Detected ond mot Detected by 175

Cnsan detectod by US  Cases NOT detocted by 118

N % M % Tatal
Duletions 17 515 iR AR5 a3
Thaplizatinne 1 L 21 A58 g2

L L1 14 6.9 a3

Unkalanead rasrrangemanta 12 3.2 T e 1
Moy - — 1 100 1
Exira murker chromosome 4 ol -] B [
‘Total &2 A5G 2 WA 114
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of TOP. lnau.rﬁeri.an. '?Bﬂnl'cmd.ataﬂadhyll'ﬁ
showed o poor ouleome in agrecment with Al Koaolly
et ul, [20462].

Among the 62 eases of rare abnormalities not diag-
nosed by US, there were 26 casea (429%) with congenital
defect=s diagnosed at hirth or after TOP. A high
percentage of cases (B4.0%) in which prognancy was
terminated did not show any congenital defect in the
postmortom cxamination. A thorough study of fetal
pathology in cases of TOP is necessary in order to iden-
tify major congenital malformations or minor anomalies
and b confirm prenatally dingnosed fetal abnormaelities.

Usunlly, rore pulosomul aboormalitios sware aaeosiat-
ed with congenital anomalies in this serics. More than
hall of the cases showed by U8 o single conpenital
anomaly (59.6%) The most frequent congenital anoma-
lies detected by 178 were cystic hygroma, central nerv-
oue eystem defects, disphragm defocts, cardine defiects,
and wrinary defects. These results are in agreement
with thase reported proviously [WladimisoT et al., 1995,
Milunnaky, 1988]. Prenatal detection of cvstic hygtmu
in frequently sssocinted with Down and Turner symn-
dromes; it is interesting to note that cystic hygroms
is lound in 21% of rare aotosomal abnormalities in
this peries.

TABLE IV, Type of Felal Congenital Anomaly Detected by US
Type of enngeniial Iy Mumber of coses %
Cyslic hivgromn T 6
Contral nareous aystoen dnfinls

Cardine defecis

PFulmonary deficis
Lt lip with or without palate
Diymative dnfsetn

L T P

Diaphragm defecis

AkA 1 Im.lji .
Musculoskelotal defocts

e
™

H,r\:ll\ufn
Othor defet
Tokal

Beonmanwaseh

17 cases were diagnosed by US. Deletions involved chro-
mosomea 1, 3. 4,5, 7,9, 11, 13, and 18. Monogomy 4p is
respansible for the Woll-Hirechhorn syndrome, asso-
ciated IUGR, and cranicfacial fam. Prenatal
dingnonis is difficult, principaily e major malfor-
mations are ofton absent [Tachdjian ot al,, 1992], In our
rertes, two cases of Woll-Hirschhorn wnd.rnnm
detected by LS, both of which pressntad with ITTGIL
Additionally, one had a congenilal hearl defect and the
other a cleft lip. In the present study, we found sne case
with Tq delelion showing caudal deficiency sequence at
birth. Sacral agenesis has been related with
TadE dclmm [Wang et al., 1999] but this conponital
anumaly is difficult to detoct neing US. A ant
assorintion was foumd between hypoplastiz left heart
and del(11q23) [Milunsky, 1998; van Karncheck and
Hennekam, 1999]; one of our two cases with del{11g)
presented this anomaly. Del{l3q) shows a wide spec-
trum of phenotypes; deletions limited to prosimal g13-
i1 have been associated with TUGR but not with major
muliormations, wherras delotions invalving at loast
part of bamd 32 are sswsciabed with major maelformo-
tions [Rrown ot al., 1986, One del{ Laq) out of thres cises
in our seried detecled by US showed MOA, other with
del(18){g8dqgter) showed microcophaly at birth. Clinieal
findings in putivnis with delation of the short arm of
chromosome 18 are highly variable but are charctsr-
ized by facial anomalies, mental and growth retarda-
tion, and akeletal malformations, We have detected two
casea of del(18p), one of which holoprosence-
. that haz beon obeereod in 1096 of exses with dal
p Dmlm el al., 20001 A chromossme: mop of outo-
presenting highly significant associa-
lelhmﬁﬁﬁcmhmhlmmhmwummm
[Brewer et al., 1998) and this map should facilitate
identifiestion of genos in epocifie malformations.

Unusual Trisomies

Twenty-thres cases of this ry are reconded bul
Caa%e With Wisimmy 9 e ok lagrosad prastally 1o
trisumy 9 were nob diogn pren
I8, Two cases showed MOCA at birth, but the defects
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O tegmmie TUE, mnmnnquﬁ,lruluﬂ::ﬁh H.Imltll‘lh,.l'ﬂ."‘ meonatsl death. Congenital sswenslies: CHD, songenital heant defect; BMOCA,

m.dtlpkmmrt.l]

(Fallat tetralogy, microphthalmia, extra ribs, hydroce-
phaly} could be not detectable by US. However, the

prenatal detection of trisomy B, mosaic or non-mosaie,
sujigests o high risk of an abnormal phmnl;jpn inchud-
ing MCA [Hesu ot al., 1997], Trisomy 10 was detected
prenatally in a I'Bttr.uprmnl.mgq'mnh yproma. This
chromosome abnormality has been sssociated with MCA
including eyetic hygroma [Farell et al., 1984; Knoblauch
al al., 1999 Schwarsler ol al., 1999

The finding of hydrocephaly aseociabed with Lrisomy
14 obsorved in one case, was reported previously by Heu
et ul. [1997] and iz also compatible with the clinical
feptures of maternal UPD 14 [Heuley ot al, 1994]
Trisomy 15 is observed in spontanesus abortions and is
vory roro in LB, MNon-mosne trisomy 15 has boon
riporbed only bwice The bera infanba die] of MOA bafiore
4 days of age [Coldwell ot al,, 1841; Kuller and Laifer,
18e1). In our series, tricomy 15 was observed in four
cuses, cystic hygromn was pressnt in the two cases
dirteeiod by US. The two cases not detected by US wers
maaaie: one of them presented arhinencephaly at TOP, a
congenital angmealy previsusly deseribed in trisomy 15
[Hsu et al., 1997) Trisomy 16 is one of the most common
chromosome abnormalities found in first-trimester
gpontaneous abortions but owr case thal presented
hydronephrosis and megabladder onded as stilllirth.
Trisomy 22 is the sscond most common autososmal
Lrisoamy found in frst-irimester spontaneons abortions.
The mujor elinical fentures associnted with trisomy 22
are IUGR, microcephaly, congenital heart defect, and
long fingers; however, in Lthe Gve cases detectod in our
iﬂﬂ'i‘f only ana prmnl-inl.: oyetic hyproma was detocbod
w LIS,

Thuplicnlions

OF the 32 cases of duplications, 11 wers dingnosed hy
US, Al reported cosea not deteetod by US showeed

WR, nol reparted, Unks, onhslsnoed,

conpgenital anomalies at birth that eculd have heen
detected prenatally.

Unhalanced Rearrangements

Of the 19 unbalanced resrranpements 12 casea of
unbalanced translocation wers detected pronatally by
US. The risk of unbalanced rearrangement heing
aspoainbed with o MCA is high; however, US cxa-
minalion Gikel Lo deteet s u;u'lpmil.ul oo,
Heciprocal translecations have a risk of unbalanced
progeny or fetal loes for couples (Warburton, 1984) and
the threshold of viahility varies according to the mode of
translocalion amd the wex of the corier [(Cohen ed sl |
1884,

Exira Marker Chromosomes

Six out of 114 (5.3%) rare autosomal abnormalities
were extra marker chromosomes; hall of them were
detected prenaially by US, Prenatal identification of
murker chromosomes raises serious concerns regarding
the phenstypic consequences for the fetus. Molecular
charscterization of prenatal marker chromosomes is
impurtant for the clinical follow up [Li et al., 2000].

Balanced Henrrangements

Little information is available on the phenolype of
Teatures dingnosed pronstally as presenting an appar-
ently bulanced rexrrangement, Cases with halanced
rearrangements ore often elindcally normal bot congeni-
tal pmomalies cannot be roled ot Bugge ot al. [2000]
rizparied an asseciation bebweon balanced chromosamal

enk amd elinfenl Tmbones in 216 e wnd
the climical finding most frequently coeccioted was
mun bl relardation with or withoot congenital malfor-
mutions. A high percentage of cases with balanced
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Turner Syndrome: Evaluation of Prenatal Diagnosis

in 19 European Registries
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This study evaluated the prenatal diagnosis of
Tuwrner syndrome by ultrasound examination in
an unselected population from all over Europe.
Data from 19 congenital malformation registries
from 11 European countiries were analyzed.
Turner syndrome was diagnosed in 125 cases
(7.2%) in a total of 1,738 chromosome abnormal-
ities. Sixtyv-seven percent of cases were detected
prenatally by ultrasound examination due to the
presence of congeniial defeets. The most frequent
anomalies were cystic hygroma (59.5%) and
hydrops fetalis (19%). The most frequent karyo-
type was 45,X (81.6% ) followed by different types of
mosaicism (16.8%). Significant differences in con-
genital defects (P=0.0003) were observed bhe-
tween 45,X karyolypes and 45, X mosaicism cases,
Prenatal counseling for 45X mosaicism should
take into account the expectation of a milder
phenotype. In 78.6% of cases diagnosed by ultra-
sound examination due to congenital anomalies,
the pregnancy was terminated. Prenatal detec-
tion of Turner syndrome by ultrasound examina-
tion was high in this unselected population.
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INTRODUCTION

Turner syndrome, first described in 1938, is the commonest
sex chromosome abnormality in females, affecting an esti-
mated 3% of all females conceived. The frequency among
liveborn females is 1/2,500 [Hsu, 1998], and as many as 15% of
spontaneous miscarriages have a 45X karyotype [Hook, 1978].
It has been estimated that only 1 in 100 embryos with a 45X
karyotype survive to term [Cockwell et al., 1991].

The syndrome is typically associated with the absence of one
sex chromosome (45,X), although mosaicism or structural
abnormality in one sexchromosome may also be responsible for
the condition.

Turner syndrome covers a broad spectrum of features, from
major heart defects to minor cosmetic issues. Some individuals
with Turner syndrome present with only a few features, while
others have many. Almost all affected individuals with Turner
syndrome sufferers have short stature and ovarian failure.
Short stature has been associated with haplo-insufficiency of a
critical chromosomal region (distal to Xp22.2), which escapes
inactivation, and in which the short-stature-homeobox
(SHOX) gene resides [Rao et al.,, 18997]. USP9X is a candidate
gene for the gonadal dysgenesis associated with Turner
syndrome; it maps to Xplld, a region that escapes X in-
activation. The DIAPHZ gene located at Xq is reguired for
normal ovarian function [Zinn and Ross, 2000].

Most prenatally detected cases of Turner syndrome are
discovered in cytogenetic studies performed for advanced
maternal age, congenital anomalies, or biochemical screening,
Multiple marker screening such as high hCG levels and low
estriol levels also identify Turner syndrome [Saller et al,
1992]. Using alphafetoprotein, free hCG-f and inhibin A
Wenstrom et al. [1998] obtained a detection rate of 53% for
Turner syndrome, taking into account a cutoff of 1/270.

Advanced maternal age is not associated with an increased
incidence of the condition. The parentalorigin of the single Xin
individuals with a 45X karyotype was maternal in 77.8% of
cases [Lorda-Sanchez et al., 1992].

The most useful tool in prenatal diagnosis is ultrasonogra-
phy. Typical findings in Turner syndrome are increased nuchal
translucency, eystic hygroma, and renal and cardiac defects
[Ranke and Saenger, 2001].

This study describes prenatal detection by ultrasound
examination of 125 cases of Turner syndrome from 19
European congenital malformation registries for the period
1996-1998.
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MATERIALS AND METHODS

Nineteen congenital malformation registries from 11 Eur-
opean countries provided the data. Sixteen of these registries
participate in the EUROCAT program. All of them use the
methodology described in EUROCAT Report 7 [1997], pub-
lished in 1997, and all but two (Austria and Leipzig) were
population-based. The registries were all based on multiple
sources so as to ensure complete and accurate information
[Clementi and Stoll, 2001].

Routine prenatal ultrasound sereening (US) for congenital
malformations was performed in all registry areas except
Denmark and the Netherlands., Termination of pregnancy
(TOP) after prenatal diagnosis of congenital defects was
allowed in all registry areas. The differences in local policies
are shown in Table I.

All livebirths (LB), stillbirths (SB) =15 weeks, and TOPs
with karyotype confirmation of Turner syndrome diagnosed
prenatally or in the first 7 days of life were included in the
study. The study lasted from 010796 to 31/12/98. Four
registries did not cover the whole time period. A total of
664,340 births were included and 1,738 chromosome abnorm-
alities were recorded.

The registration form was completed by a member of the
medical staff, and contained informationregarding the mother
(age, parity), the infant/fetus (gestational age at birth, sex),
ultrasound scans (sean yes or no, first suspicion, confirmation,
type of scan), and outcome of pregnancy, including postnatal
examination and confirmation.

The coding system used for diagnosis by all participating
registries was the ICD/BPA [British Paediatrics Associations,
1979]. All forms with a diagnosis of Turner syndrome (75,860—
75,869) were recorded in a database (MS Access, Windows
environment) for this analysis. Diagnoses were validated in
both local and central databases. The protection of privacy was
ensured.

In cytogenetic studies, chorionic villi, amniotic fluid, cord
blood or peripheral blood samples were analyzed. G or R
banding was used and karyotypes were described according to
the International System for Human Cytogenetic Nomencla-
ture [ISCN, 1995]. A minimum of 20 metaphases from at least
two cultures were analyzed. Mosaicism was considered when
the same chromosome abnormality was seen in more than one
cell and in two different cultures.

For data analysis we used the statistical package for the
social sciences (SPSS) version 11.0.

Prenatal Diagnosis of Turner Syndrome 17

RESULTS

Turnersyndrome was present in 125 cases (7.2%) in a total of
1,738 chromosome abnormalities collected from 19 registries.
Eighty-four cases (67.2%) were detected prenatally by US
examination due to the presence of congenital anomalies.
The highest detection rate by US in Turner syndrome cases
was observed in the following registries: Paris (91%), Basque
Country (82%), Strasbourg (80%), Lausanne (78%), and
Wessex (77%).

Table IT shows karyotypes found in cases with Turner
syndrome. The most frequent karyotype was 45X (81.6%),
followed by mosaicism (16.8%). 45X karyotype was found in
90.4% of cases detected by US and in 63.4% of those not
detected by US. Mosaicism was found in 9.5% of cases detected
by US and in 31.6% of cases not detected by US. The detection
rate by US in cases with a 45X karyotype was significantly
greater than in cases with 45X mosaicism (P = 0.001).

Congenital anomalies detected during US examination are
shown in Table ITI. The most frequent were cystic hygroma
(59.5%), hydrops fetalis (19%), and congenital heart defect
(7.8%), the most frequent being aortic coarctation. One
congenital anomaly was present in 69.1% of cases and two or
more in 30.9%. Only eight cases of Turner syndrome not
detected by US showed congenital anomalies at the end of
pregnancy; among these, the most frequent was congenital
heart defect. Qut of all cases, 63.7% (65/102) with a 45X
karyotype and 38.1% (8/21) with 45X mosaicism showed
congenital defects. Significant differences were observed
between these groups (P=0.003).

Mean gestational age of detection by US was 19 weeks (range
11-40 weeks). 90.5% were detected before 24 weeks of gestation
(the legal limit for TOP in the majority of European countries),
17.8% were diagnosed during the first trimester and 72.6%
during the second. Cystic hygroma, the most frequent con-
genital anomaly, was detected in 21.7% of cases during the first
trimester and in 71.1% during the second trimester.

In cases detected by US examination, mean maternal age
was 29 years (range 18—40 years), and 84.1% of these cases
were from women younger than 35 years. In cases not detected
by US and without eongenital anomalies 54.8% were from
women below 35.

The outcome of the 125 cases of Turner syndrome is shown in
Table IV. In 78.6% of cases diagnosed by US examination, the
pregnancy wasterminated. The percentage of SB washigherin
the cases diagnosed by US (84.6%, 11/13).

TABLE I. Differences in Policies for Congenital Anomalies Screening and for Termination of Pregnancy

Ultrasonographic examination
No routine scan

1 scan UK (Oxford, Wessex): 20 whks
2 scans A (Styria): 20, 30 wks
CH (Lausanne): 10, 20 wks
LT (Lithuania): 16, 20 whks
3 scans

DK (Odense), NL (Groningen, Rotterdam)

CR (Zagreb), D (Leipzig, Mainz), F (Paris, Strasbourg), I (Firenze, NE Italy, Sicily),

SP (Barcelona, Basque Country, El Valles): 10, 20, 30 wks

Triple test for Down's screening
No

A (Btyria), CR (Zagreb), DK (Odense), LT (Lithuania), NL (Groningen, Rotterdam),

SP (Barcelona, Basque Country, El Valles)

Yes
UK ({ Oxcford, Wessex)
Termination of pregnancy
No upper limit
<2224 wks

CH (Lausanne), D* (Leipzig, Mainz), F* (Paris, Strasbourg), 1 (Firenze, NE Italy, Sicily),

D (Leipzig, Mainz), F (Pariz, Strasbourg)
A (Styria), CH (Lausanne), CR (Zagreb), DK (Odense), I (Firenze, NE [taly, Sicily), LT ( Lithuania),

NL (Groningen, Rotterdam), SP (Barcelona, Basque Country, El Valles), UK** (Oxford, Wessex)

*“Policy began during study.
**Rarely =24 whks.
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TABLE II. Karyotypes of Turner Syndrome Cases

TABLE IV. Outecome of Turner Syndrome Cases

Detected Not detected
by US by US Total

Nao. Nao. Nao.
Karyotype cases Fo cases U cases %
45X 76 90.4 26 63.4 102 B8l.6
45.X/46, XX 5 5.9 3 19.5 13 104
45X /M47 XXX 1 1.2 3 7.3 4 3.2
45.X/46, XY 1 1.2 1 2.4 2 1.6
45.X/46,XX/47, XXX 1 1.2 —_ —_ 1 0.8
45.X/46, X, del(X)g23) —_ 1 2.4 1 0.8
46X del(XHg21) _— 1 2.4 1 0.8
46,2 1 X o) _— 1 2.4 1 0.8
Total B4 41 125

DISCUSSION

Turner syndrome was diagnosed in 125 cases (7.2%) out of a
totalof 1,738 chromosomal abnormalities. The frequency of the
syndrome in this series is lower than those reported by
Nicolaides et al. [1992, 12.6%], Hume et al. [1995, 12.2%],
Hanna et al. [1996, 19.8%], and Farina et al. [1999, 18%]. The
difference may be due to the fact that those studies were based
on pregnant women referred to prenatal diagnosis units,
whereas our study is the largest series based on unselected
populations and routine screening.

Fetal congenital anomalies in Turner syndrome cases were
detected by TUS examination in 67.2% of cases. Turner
syndrome was the most frequent syndrome detected prenatally
by US [De Vigan et al., 2001) whereas in other series the most
frequent was trisomy 18 [Nicolaides et al., 1992; Wladimiroff
et al., 1995]. However, many LB with Turner syndrome go
unnoticed during the neonatal period and are only diagnosed
later. About 90% of all postnatal diagnoses of Turner syndrome
were made in the first 15 years of life [Gravholt et al., 199§].

The most frequent karyotype in Turner syndrome was 45, X.
The incidence reported in this study (81.6% ) was considerably
higher than the average of 50% found in other studies [Hook
and Warburton, 1983; Hassold et al., 1988, 1992: Hook et al.,
1989; Saenger, 1996]. Previous reports have demonstrated
that as many as 80% of 45 X infants have an undetected,
additional normal cell line [Hook and Warburton, 1983]. The
additional cell line is probably not detected in eases without

TABLE I1I. Fetal Congenital Anomalies in
Turner Syndrome Cases

Detected Not detected
by US by US

Type of congenital No. No.
anomaly CABEE o Cases T
Cystic hygroma 69 59.5 1 9.1
Central nervous system 2 1.7 2 18.2
Congenital heart defect 9 7.8 4 36.4
Pulmonary defect 4 3.5 —
Renal defect 3 2.6 2 18.2
Abdominal wall defect 1 0.9 —
Hydrops fetalis 22 19 2 18.2
Nuchal thinkening 4 3.5 —_
Short femur 2 1.7 —
Total 116 —_ 11 —_

TOP sB LB Total
Detected by US 66 (78.6%) 11(13.1%) 7 (8.3%) 84
Not detected by US 17 (41.5%) 2 (4.9%) 22(53.7%) 41
Total B3 (66.4%) 13 (104%) 29123.2%) 125

TOP, termination of pregnaney; LB, Livebirth; 8B, Stillbirth.

congenital anomalies [Amiel et al., 1996]. The detection of
chromosomal mosaicism depends on several factors, including
the number of cells examined [Hook, 1977], the number and
types of tissues studied, the culture technigue used, and
whether in vivo or in vitro selection against one of the cell lines
oceurs [Procter et al., 1984].

In agreement with Amiel et al. [1996], we found that the
presence of congenital defects was statistically higher (P =
0.003) in 45X eases (63.7%) than in 45X mosaicism (38.1%).
Furthermore, Hsu [1998] found that the percentage of
abnormal outeome in 45, X mosaicism is low (12.4%) in a series
of 265 cases.

Robinson et al. [1995] found that 45X mosaicism almost
always results from the loss of a chromosome from a normal
disomie fertilization. Prevalence of 45X mosaicism is greater
in LB than in abortuses, suggesting that the prevalence of a
second line could increase the chances of survival. X monosomy
is compatible with survival in most fetal tissues; however,
two sex chromosomes may be essential for early fetal devel-
opment or for fetal placental function [Held et al., 1992]. Thus,
a monosomy X conception may be unlikely to survive long
enough to be “rescued” by duplication of one chromosome
[Robinson et al., 1995].

Most chromosomal abnormalities, (trisomy 18 and 21), were
diagnosed in referrals beyond 20 weeks of gestation, duringthe
late second and early third trimesters of pregnancy [Nicolaides
et al., 1992; Wladimirofl et al., 1995]. Nevertheless, fetuses
with Turner syndrome were diagnosed earlierinpregnancy. In
the present study, 90.5% of cases detected by US examination
were diagnosed before 24 weeks of gestation, and 72.6% of them
were detected in the second trimester, a rate close to those
reported by Nicolaides et al. [1992] and Wladimiroff et al.
[1995] (9T and 7T6%, respectively).

Turner syndrome is specifically associated with cystic
hygroma and hydrops fetalis [Azar et al., 1991; Nicolaides
etal., 1992; Wladimiroff et al., 1995; Hanna et al., 1996]. In our
study these two conditions were present in 78.5% of cases. A
finding of cystic hygroma in the first trimester carries an
increased risk for fetal aneuploidy of autosomes (21, 18, and
13), but eystic hygroma detected in the second trimester is
strongly associated with 45, X [[Johnson et al., 1993; Hsu, 1998].
In the present study, 71.1% of cases with Turner syndrome
associated with cystic hygroma were diagnosed in the second
trimester, a rate similar to the 60% described by Johnson et al.
[1893]). Cystic hygroma in Turner syndrome and other
aneuploidies may be produced by subtly different mechanisms.
This theory is supported by the finding that 45X fetuses have
generalized edema and differ from other aneuploidies by
having preductal aortic coarctation and a decrease in the
number of lymphatic vessels [Johnson et al., 1993].

An increased risk of congenital heart defect is associated
with Turner syndrome. Its incidence varied between 20 and
40% of cases [Pilu, 1992; Saenger, 1996], but in our series
congenital heart defect was present only in 10.4% of cases.
Unexpectedly, we found four cases with Turner syndrome
associated with central nervous system defects and four other
cases with pulmonary defects.
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Discussio

4.1 ANALISI CITOGENETICA EN PERDUES GESTACIONALS
4.1.1 TECNICA D’ESTUDI

En les pérdues fetals de segon o tercer trimestre és necessari arribar a un diagnostic per
tal poder oferir un consell genétic pel proxim embaras. Per I'estudi de les pérdues gestacionals,
el teixit cartilaginds es el que va ser utilitzat inicialment fent servir el métode de cultiu d’ explants
(Chen i col'ls, 1980); posteriorment es va modificar emprant metodes de disgregacio enzimatica
amb col'lagenasa (Urioste, 1993; Gelman-Kohan i col*ls, 1996). En aquests treballs es va
mostrar una taxa de creixement cel*lular que oscil*la entre 85% i 87%, essent més alta pel teixit
cartilaginds respecte altres teixits fetals com les gonades, la pell o el ronyd. En el nostre estudi
els cultius del teixit cartilaginds i de placenta han mostrat una elevada taxa de casos amb
resultat (83,5%) comparat amb la d'altres séries, que utilitzaven diversos teixits, en les que la
taxa oscil.la entre el 42,5% i el 87,5% (Machin, 1974; Kuleshov, 1976; Songster i col'ls, 1992;
Pauli i col'ls, 1994; Rodgers i col'ls, 1996). La taxa de creixement cel*lular també varia segons
els tipus de pérdua gestacional, i és mes baixa en les morts fetals intraliter (72,3%), sobretot en
aquells casos amb un grau de maceracié gran que en les IVEs (97%) (Rodgers i colls, 1996;
Baena i col'ls,2001). En les morts fetals intratter el teixit d’eleccid sera la placenta doncs la taxa
de creixement és mes elevada (65,6%) que en el cartilag (27,3%). Aix0 podria ser degut a que
les cél-lules de placenta sobreviuen alguns dies després de la mort fetal (Curry, 1992; Pauli i
col'ls, 1994). No obstant, per tal de millorar la taxa d'éxit de cultiu, s’ha proposat realitzar una
amniocentesi 0 una biopsia de corion abans de la induccié del part. En una série de 230 morts
fetals intrauter es va observar una diferencia estadisticament significativa (p <0,0001) en la taxa
d’exit de cultiu entre les técniques invasives (90% per I'amniocentesi, 100% per la biopsia de
corion) i la biopsia de pell (13,5%) (Howarth i col-ls, 2002; Khare i colls, 2005; Li i col-ls, 2006).

4.1.2 FREQUENCIA D’ANOMALIES CROMOSOMIQUES

La taxa global d'anomalies cromosomiques en les perdues gestacionals ha estat d’'un
26,3%: 6,9% en les morts fetals intradter, 43,6% en les IVEs i d'un 20% en les morts
postnatal. Aquestes freqiiéncies estan d’acord amb les descrites a la literatura (Sutherland, 1983;
Faye-Petersen i col-ls, 1999; Wapner i Lewis, 2002; Silver col-ls, 2007).

Les anomalies cromosomiques més freqlients van ser la monosomia X seguida de les
trisomies 13, 18, 21; i son les que també es diagnostiquen amb més freqiiéncia durant el
periode neonatal, fet esperat donat que la resta de trisomies tenen una supervivéncia reduida a
partir del primer trimestre (Machin, 1974; Bauld i col'ls, 1974; Boué, 1985; Curry, 1992; Pauli i
col'ls, 1994;, Khare i colls, 2005; Silver col-ls, 2007).
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En relacid a les anomalies cromosomiques detectades en les IVEs es va observar que un
12% corresponien a fetus amb malformacions detectades per mitja de I'ecografia, i aquest
percentatge és molt similar a I'observat en un estudi poblacional (Staebler i col-ls, 2005).

La probabilitat de que un fetus presenti una anomalia cromosomica augmenta amb la
preséncia d’un Unic o multiples DC per ecografia (Nicolaides i col-ls, 1992; Snijders i col-ls, 1996,
Daniel i col-ls, 2003; Silver col-ls, 2007). En els casos amb multiples defectes la troballa d’'una
anomalia cromosomica va ser d'un 76,4% mentre que un 9,7% presentaven un Unic defecte. En
una serie poblacional es van observar anomalies cromosomiques en un 9,3% dels casos amb un
sol defecte i en un 18,8% amb multiples defectes, aquestes diferencies podrien ser degudes al
tipus de defecte congenit considerat (Staebler i col-ls, 2005).

Les anomalies cromosomiques tenen un paper important en l'etiologia de les perdues
fetals pero la seva contribucid probablement esta infraestimada ja que hi ha una proporcid
significativa d‘alteracions submicroscopiques (Silver col'ls, 2007; Warren i Silver, 2008).
L'aplicacié de noves tecnologies com |" array-CGH en fetus malformats amb cariotip prenatal
normal, ha permes detectar una taxa d'alteracions genetiques desequilibrades que oscil*la entre
el 11% i 13% en les morts fetals intradter i del 13% al 17% en les IVEs (Le Caignec i col'ls,
2005; Vialard i col'ls, 2009; Raca i col'ls, 2009; Goemaere i col'ls, 2010). Aquests resultats
mostren la utilitat d’aquesta tecnologia en la identificacié de la causa de les perdues fetals
(Michalski i col'ls, 2002), i també permet definir regions critiques i gens candidats de les
anomalies especifiques del desenvolupament i identificar regions cromosomiques candidates
relacionades amb la supervivencia intrauterina en periodes gestacionals tardans.

4.1.3 DISCREPANCIES EN ELS RESULTATS CITOGENETICS PRENATAL I
POSTFINALITZACIO DE L'EMBARAS EN LES IVE.

La confirmacié del cariotip fetal observat prenatalment després de la interrupcié de
I'embaras o del naixement ens ha permes detectar tres casos amb discrepancies entre el cariotip
prenatal i postnatal. Un cas amb trisomia 8 en mosaic en la IVE, no va ser diagnosticat en el
liquid amniodtic, aquesta trisomia sovint no s'observa en les cél-lules fetals de liquid amniotic
(Southgate i col-ls, 1998) i esta associada a multiples defectes congenits, pero el cas del present
treball, Unicament presentava un canal atrioventricular complet, un arc aortic i auricula esquerra
hipoplasiques. Un altre cas va ser una monosomia 21 en mosaic observada en la IVE, que
presentava una agenesia renal unilateral, i que no es va detectar en l'estudi prenatal. Es una
anomalia cromosomica poc freqlient i esta associada a defectes del sistema nervids, esqueletics,
cardiacs i agenésia renal unilateral (Mori i col-ls, 2004). Un cas amb 47,XXX va ser diagnosticat
prenatalment per edat materna avancada i en l'estudi del cariotip fetal després de la IVE es va
trobar una linia 46,XX en el 50% de les cél*lules. Aquestes discrepancies corroboren el problema
de la possible no deteccid de mosaicisme en diagnostic prenatal. En un estudi posterior al nostre
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laboratori, ampliant la mostra (318 IVEs) durant el periode 1993 a 2007 (Taula 4.1) es va
detectar una taxa de discrepancia en relacio al cariotip prenatal del 2,5%; 6,7% per la biopsia de
corion i 1,7% per 'amniocentesi (Baena i col.ls, aedp2008).

47, XXX (LA) 46,XX[10]/47,XXX[10] (C,P)
46,XX (LA) 46,XX[6]/47,XX,+8[5] (C)
46,XY (LA) 46,XY[63]/45,XY,-21[4](C,P)
45,X[7]/46,XX[33] (LA) 46,XX [50] (C,P)
47,XY,+18 (BC) 47 XY, +18[3]/46,XY[17] (C)
46,XX (BC) 46,XX,del(7)(p13p15.1) (C)
46,XX (BC) 46,XY,del(6)(p11.2p21.1) (C)

Taula 4.1. Cariotip prenatal, tipus de mostra analitzada (LA: liquid amnidtic,
BC: biopsia de corion), cariotip fetal després IVE i tipus de mostra analitzada
(C: cartilag, P:placenta)

Els rapids avencos dels array-CGH permetran la deteccid de petits desequilibris
cromosomics, que poden causar trastorns del desenvolupament neurologic o predisposar a altres
malalties. Probablement en un futur formaran part de la practica clinica en diagnostic prenatal,
perd s’ha de tenir precaucié amb les dades que s'obtenen dels arrays en relacio a la identificacid
de mosaics criptics tant d’anomalies numeériques com de desequilibris estructurals, i de disomia
uniparental. Per tant s’ha de tenir present que l'eleccid del tipus de mostra sigui vellositats
corioniques (derivat dels teixits extraembrionaris) o liquid amniotic (derivat de les cél*lules
fetals) reflectiran un estat genetic del fetus. L'estudi d’arrays amb CNVs en teixits d'individus
normals apunten que el mosaicisme somatic esta infraestimat, suggerint que els humans
podriem ser un mosaic de CNV.

S’ha observat que els cromosomes d’embrions presenten una taxa d'inestabilitat mes
elevada del que es pensava (Ledbetter i col-ls, 2009). S’han analitzat embrions procedents de
cicles de fertilitzacié /n vitro en parelles amb fertilitat normal i s’ha trobat una taxa elevada
d’aneuploidies en mosaic, disomies uniparentals, delecions, duplicacions i amplificacions.
(Vanneste i col-ls, 2009).
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4.2 ANOMALIES CROMOSOMIQUES EN EL CRIBATGE ECOGRAFIC
PRENATAL DE DEFECTES CONGENITS.

4.2.1 FREQUENCIA GLOBAL

En la série de 1.738 cromosomopaties diagnosticades en 19 registres poblacionals
europeus s’ha obtingut una taxa global de casos amb anomalies cromosomiques detectades
prenatalment mitjancant cribatge per ecografia del 37,7%, mostrant que I'ecografia prenatal es
atil en el cribatge d'anomalies cromosomiques. La taxa de deteccid varia en funcié de les
diferents caracteristiques de cada registre, aixi en Dinamarca i Holanda on no esta
protocollitzada I'ecografia rutinaria la taxa de deteccié és inferior. Les diferencies observades
entre els diferents registres podrien ser degudes a la distribucid de I'edat materna o bé al biaix
degut als registres amb un baix nombre de casos. Altres factors que poden influir son, els
diferents tipus de professionals que realitzen l'analisi ecografica, que poden ser obstetres,
llevadores o radiolegs, del tipus d’equipament i del moment de I'embaras en que es realitza
I'examen (Driscoll i Gross, 2009). La taxa de deteccié és mes alta quan l'ecografia es realitza en
una unitat prenatal especialitzada, respecte a estudis multicéntrics (VanDorsten i col*ls., 1998;
Clementi i Stoll, 2001). Les taxes de deteccié prenatal sdbn més altes en els paisos europeus del
nord-oest, on es realitzen al menys una ecografia rutinaria en el segon trimestre per a la
deteccié de DC (www.eurocat.ulster.ac.uk). A la taula 4.2 es comparen les taxes de deteccio
ecografica prenatal globals en diferents estudis.

Stoll i col'ls (1993)* Franca 21,5%
Chitty i col'ls (1995)* Anglaterra 24,4%
Nakling i Backe i col'ls (2005)" Noruega 26,3%
Salvador i col'ls (2002) * Espanya 44%

Cans i col'ls (1998)* Franca 61%

Gradjean i col'ls (1998) Europa 55,6%
Present estudi’ Europa 37,7%

Taula 4.2 Comparacio de taxes de deteccié d'anomalies cromosomiques en el cribatge
ecografic. 1. Base poblacional, 2. Base hospitalaria

La taxa de deteccid abans de la 24 setmana de gestacié al nostre estudi es del 33%,
mes baixa que en l'estudi Eurofetus (68%) (Gradjean i col'ls.,1998) probablement degut a
que aquest Ultim inclou hospitals de referéncia.
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4.2.2 ANEUPLOIDIES AUTOSOMIQUES FREQUENTS
4.2.2.1 TAXA DE DETECCIO I DEFECTES CONGENITS

En el present treball les sindromes de Down, Edwards i Patau han mostrat unes taxes
de detecci6 prenatal mitjancant cribatge per ecografia del 26,4%, 63,2% i 68,2%
respectivament. A la taula 4.3 es mostren les diferents taxes de deteccié ecografica i el defecte
congenit més freqlientment detectat a diferents series (Nicolaides i col'ls;1993; Stoll i col'ls,
1993; Chitty, 1995; Boyd i col'ls, 1998; Cans i col'ls, 1998; Gradjean i col‘l.s, 1998; Nakling i
Backe, 2005). Es pot observar que les taxes globals mes elevades corresponen a aquells estudis
de base hospitalaria on s'inclouen hospitals de nivell d’especialitzaci6 mes alt o en registres
poblacionals com el de la ciutat de Barcelona (www.aspb.es).

Per les trisomies 21 i 18 els DC diagnosticats per ecografia més freqients van ser
I'higroma quistic en un 32.6% i 21,7%, seguit dels defectes cardiacs en un 12.5% i 19,2% dels
casos respectivament. Per la trisomia 13 els DC mes freqiients van ser els cardiacs en un 29,3%
i la holoprosencefalia en un 25,9% dels casos. En general, els estudis poblacionals que es
mostren a la taula 4.3 presenten unes freqiiencies de DC bastant similars. Nicolaides i col'ls
(1992) per la trisomia 21 inclou la clinodactilia i sandal gap, en canvi en el nostre estudi no s’han
considerat com a defecte congénit.

Taxa global DC freqiient Taxa global DC freqiient Taxa global DC freqiient

Stoll i col-ls (1993)* 18,5% Cardiacs 50% 45,4%
Chitty i col-ls (1995)* 16,6% - 100% = 50% =
Boyd i col-ls (1998)* 31,4% N - - - -
Cans i col-ls (1998)* 23,7% Cardiacs 70,6% - 85,7% -
Nakling i Backe (2005)! 8,7% - 70% - - -
Salvador (2002)* 40% TN 68% TN 71% SNC
Nicolaides i col-ls (1992)2 - Clinodactilia/ - Cardiacs - SNC
Sandal gap
Gradjean i colls (1998)> 34,5% Cardiacs 79% Musculo- 58,1% Musculo-
esqueletic esqueletic
Papp i colls (2008) 2 - Cardiacs - Cardiacs 89,3% SNC i facials
Eapageorghiou i col-ls (2006) 90%3 TN,SNC
Offerdal i col-ls (2008) 2 29,5% HQ/TN cardiacs
Watson i col-ls (2007/2008) 2 = = 97% Cardiacs 90,7% Cardiacs
Present estudit 26,4% HQ/TN 63,2% HQ 68,2% Cardiacs

Taula 4.3. Comparacio taxes de deteccié ecografica per la trisomia 21, 18 i 13 entre les diferents series.
1. Base poblacional, 2. Base hospitalaria, 3. Ecografia 1er trimestre. TN: translucéncia nucal, HQ: higroma quistic,
SNC: sistema nervids central

Amb la creixent utilitzacio de I'ecografia de primer trimestre, la millora de les imatges, de
la técnica ecografica i d’especialitzacio del personal, la majoria dels defectes associats a aquestes
anomalies cromosomiques podrien ser cercats i detectats en un estadi primerenc de la gestacio
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(Driscoll i Gross, 2009).

La deteccié de la trisomia 21 és un dels objectius fonamentals de les proves prenatals i
de l'ecografia de cribatge. En I'lltima decada, les estratégies de cribatge de la sindrome de Down
i d'altres anomalies cromosomiques han sofert importants modificacions. La introduccié de noves
proves permet realitzar un diagnostic durant el primer trimestre el que augmenta la deteccié de
marcadors com la translucencia nucal, absencia o hipoplasia de I'os nasal, regurgitacio triclspide,
angles frontomaxil‘lar i maxil'lar de la mandibula anomals, associats a anomalies
cromosomiques. Alguns estan sota validacid, la seva implementacid permet en centres
especialitzats arribar a sensibilitats del 96%, 92%, 100% i 100% per les trisomies 21, 18, 13 i
sindrome de Turner respectivament, malgrat que encara no s'utilitzen en els algoritmes
diagnostics habituals (Driscoll i Gross, 2009; Fang i col-ls, 2009; Kagan i col-ls, 2009a; Kagan i
colls, 2009b; Maiz i col'l.s, 2009; QOdibo i col-ls, 2009). D'altra banda la utilitzacié de I'ecografia
3D/4D ofereix avantatges diagnostiques per alguns defectes, com per exemple pels defectes de
la cara i extremitats en la trisomia 18 (Zheng i colls, 2008).

La proporcié de casos amb trisomia 21, 18 i 13 que es diagnostiquen abans de la
setmana 24 de gestacid i el percentatge d'IVEs en les diferents series varien en funcié de les
politiques sanitaries dels diferents paisos tal i com es mostra a la taula 4.4.

Nicolaides i col-ls (1992)2 58% - 54% - 71% -
Stoll i col-ls (1993)* 25% - 31% - 0% -
Cans i colls (1998) ! 22% - 16% - 4% -
Nakling i Backe (2005)* 100% 100% 100% 100% - -
Gradjean i col-ls (1998)? - 54% - 42% - 56%
Papp i col-ls (2008) 2 28,5% - - - 89,3% -
Present estudi’ 85% 93% 50% 50% 54,8% 65,1%

Taula 4.4. Comparacio del percentatge de casos diagnosticats abans de la 24 setmana de gestacio i percentatge de
gestants que van decidir fer una IVE en les diferents series. 1. Base poblacional, 2. Base hospitalaria

Una de les consequiéncies del diagnostic prenatal és la disminucié de la prevalenca dels
DC en el naixement. Les dades del registre europeu EUROCAT durant el periode 2000-2007
mostren que la prevalenca de la sindrome de Down, la sindrome d’Edwards i la sindrome de
Patau en el naixement s’han reduit en un 54,5%, 75% i 76,4% respectivament. La decisid
d'interrompre la gestacié pot variar entre d‘altres factors, amb I'edat materna i la poblacio, aixi
en el registre de DC d’Atlanta per la trisomia 21 la taxa d'IVE per dones menors de 35 anys és
superior a la de dones majors de 35 anys (Siffel i colls, 2004).
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4.2.3 SINDROME DE TURNER
4.2.3.1 TAXA DE DETECCIO

En la serie de 1.738 cromosomopaties diagnosticades en 19 registres poblacionals
europeus s’han detectat 125 casos amb sindrome de Turner, essent la més llarga publicada fins
el moment. La taxa de deteccid prenatal mitjancant ecografia va ser del 67.2% (Baena i col'ls,
2004), similar a la de Papp i col'ls (2006) i Vaknin i col.ls (2008) i superior al 47,8% (Alpman i
col'ls, 2009) i inferior al 89,7% % (Gradjean i col‘l.s ,1998).

La proporcié de casos diagnosticats abans de la setmana 24 de gestacio a les diferents
series mostren taxes similars a la nostra (Taula 4.5). Per altra banda mitjancant el cribatge per
ecografia de primer trimestre la taxa arriba fins un 89% (Surerus i colls, 2003).

Estudi Deteccio <24 setmanes

Nicolaides i col-ls (1992) 97%

Wladimiroff i colls (1995) 76%

Cans i colls (1998) 64,3%
Gradjean i colls (1998) 100%
Papp i colls (2008) 100%
Alpman i col-ls (2009) 90,5%
Present estudi 97,6%

Taula 4.5. Deteccié prenatal de casos amb sindrome de Turner abans de les 24 setmanes

Molts dels casos que no mostren alteracions ecografiques durant el periode prenatal son
els que no es diagnostiquen fins I'adolescéncia. Savendahl i Davenport (2000) van analitzar el
moment del diagnostic de nenes amb sindrome de Turner i Unicament un 11% es
diagnosticaven prenatalment, un 40% es diagnosticaven fins a I'any de vida, un 30% d'un a 12
anys i un 19% en l'adolescencia. El diagnostic preco¢ és molt Util per prevenir morbilitats
associades a la sindrome de Turner, com per exemple els tractaments amb hormona de
creixement que s'utilitza per augmentar I'estatura i ajudar al desenvolupament puberal.

Com a conseqiiencia del diagnostic prenatal i segons les dades del registre europeu
EUROCAT durant el periode 2000-2007 la prevalenca de sindrome de la Turner en el naixement
s’ha reduit en un 71,2%.
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4.2.3.2 DEFECTES CONGENITS

Els defectes congenits de la sindrome de Turner detectats més freqlientment en les
diferents series per ecografia prenatal van ser |” higroma quistic i I hidrops tal i com s'observa a
la taula 4.6.

Referencies Higroma quistic Hidrops Def. cardiacs Def. renals | Marcadors ecografics
leri 2n trimestre

Nicolaides i col-ls (1992) 87% 5,3% 42% 21% 60%
Stoll i col-ls (1993) 58,3% 0 0 0 0
WIladimiroff i col-ls (1995) 76,7% 73,30/0 30% 10% 0
Grandjean i col-Is (1998) 0 74% 29,6% 3,7% 0
Salvador i cols (2005) 60%: - 30% 0 40%
Papp i colls (2008) 26,1% 11% 13% 11,6% 40,4%
Alpman i colls (2009) 100% 0 0 0 0
Present estudi 59,5% 19% 7,8% 3,5% 5,2%

Taula 4.6. Distribucié del defectes congenits en la sindrome de Turner. 1.Higroma quistic mes hidrops

La sindrome de Turner esta associada molt especificament a I'higroma quistic i a
I'hidrops (Azar i col.ls,1991; Nicolaides i col.ls,1992; Wladimiroff i col.ls, 1995; Hanna i col.ls,
1997; Gradjean i col‘l.s ,1998; Papp i col.ls, 2006), i al nostre estudi aquests dos defectes
van representar el 78.5%. Es postula que el mecanisme que condueix a I'augment del liquid
en la zona nucal en la sindrome de Turner és diferent als dels fetus amb trisomies 21, 18 i
13, essent en aquests Ultims semblant a la dels fetus amb cariotip normal. Els possibles
mecanismes de l'augment de la translucencia inclouen la dilatacid dels sacs limfatics
jugulars, a causa del retard durant la connexid amb el sistema vends, o una dilatacid
anomala dels sacs limfatics o una proliferacié primaria dels canals limfatics interferint amb el
flux normal entre els sistemes limfatic i vends. La distribucié anomala dels vasos limfatics
podria ser a causa d'un drenatge anomal del liquid intersticial i per la congestié dels grans
vasos en les unions dermis/subcutis que explicarien I'aparenca quistica de I'higroma en els
fetus amb sindrome de Turner (von Kaisenberg i col.ls, 1999). Un estudi recent sobre la
distribucié i desenvolupament dels capil‘lars limfatics ha mostrat una distribuci6 homogénia
en els fetus normals i trisomics i en els fetus amb sindrome de Turner s’observa una
hipoplasia d'aquests capil‘lars (von Kaisenberg i i col-ls, 2010).

Els defectes cardiacs son frequents en la sindrome de Turner. La incidéncia varia
entre el 13% i el 42% dels casos (Nicolaides i col-ls, 1992; Saenger 1996; Gradjean i col'l.s;
1998; Papp i col-ls 2006; www.aspb.es/quefem/). En el nostre estudi es va diagnosticar en el
10.3% dels casos. En un estudi retrospectiu de 53 casos amb sindrome de Turner, un 62.3%
va mostrar una cardiopatia amb |'ecocardiografia al primer trimestre de la gestacid, malgrat
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que només el 20% dels casos diagnosticats postnatalment mostraven cardiopatia (Surerus i
colls, 2003). Al nostre estudi el 36.4% dels casos que no es van diagnosticar prenatalment
per ecografia presentava un defecte cardiac. Una explicacié podria ser que la valvula aortica
bicUspide és una cardiopatia molt dificil de ser diagnosticada en el periode prenatal (Mazzanti
i colls, 1998 i Prandstraller i col-ls, 1999).

Els defectes pulmonars i del sistema nervids (ventriculomegalia, hidrocefalia,
agenesia de cos callés, malformacié de Dandy-Walker associada a polimicrogiria) no son
caracteristics de la sindrome de Turner (Papp i col-ls, 2006; Kalpatthi i colls, 2003; Lee i
colls, 2008; Baxi i Walsh, 2009), no obstant es van diagnosticar durant el periode fetal un
3.5% dels casos amb defectes pulmonars i un 1.7% amb defectes del sistema nervios
central. En canvi en el periode neonatal es van observar un 18.2% dels casos amb defectes
del sistema nervids.

Els marcadors ecografics s’han desenvolupat pel cribatge de les trisomies
autosomiques, fonamentalment la trisomia 21. En la nostra série un 3.5% dels fetus van
presentar translucéncia nucal augmentada i un 1.7% un fémur curt. Papp i col-ls (2006) van
observar que un 23.2% dels fetus mostraven un marcador ecografic. Aquesta taxa és molt
superior a la observada a la nostra serie, aix0 podria ser degut a que l'estudi es va realitzar
en un hospital universitari i la nostra serie és de base poblacional i en el moment de I'estudi
no estava implementada |'ecografia de primer trimestre pel cribatge de la translucéncia
nucal.

Bronshtein i col-ls (2003) han proposat una serie d'anomalies ecografiques de primer
trimestre indicadores de la sindrome de Turner: higroma quistic, hidrops, edema subcutani,
femur curt i arc aortic estret.

4.2.3.3 CORRELACIO ENTRE CARIOTIP I DEFECTES CONGENITS

El cariotip més freqlient va ser 45X i es va observar en el 90.4% dels casos
diagnosticats prenatalment per ecografia durant el segon trimestre, d'acord amb I'observada per
Surerus i colls (2003) (92.4%) a primer trimestre, la resta corresponen a mosaics, proporcid
similar a l'observada per Huang i colls (2002) (Taula 4.7) i els casos amb 45,X van mostrar
mes DC. En els casos no detectats per ecografia, la proporcié de 45,X en mosaic és superior en
la série de Huang col-ls (2002) que a la nostre serie. La distribucié de cariotips observats
prenatalment és diferent a la postnatal. Una possible explicacié es que els fetus amb 45,X
tenen una mortalitat intradter elevada i molts no arribarien a segon trimestre.
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Huang i col.Is (2002) Present estudi
(n=98 casos) (n=125 casos)

45,X 45,X mosaic 45,X 45,X mosaic
% de CASOS:
Detectats per ecografia 98.5% 1.5% 90.4% 9.6%
No detectats per ecografia | 20.7% 79.3% 63,4% 36.6%

Taula 4.7 Percentatge de casos amb sindrome de Turner detectats per ecografia.

S’ha observat que aproximadament el 70-80% dels sindromes de Turner tenen una
linia cel*lular normal addicional no detectada (Hook i Warburton, 1983;Held i colls, 1992;
Fernandez-Garcia i col-ls, 2000) i que estaria present en els casos sense DC (Amiel i colls,
1996). La deteccid d'un mosaicisme depén de factors, com el nombre de metafases
analitzades, el nombre i tipus de teixits estudiats, la tecnica de cultiu utilitzada, o la seleccid
in vivo o in vitro d'una linia cel*lular (Hook, 1977; Procter i col-ls, 1984).

Aplicant FISH en els casos amb cariotip 45,X i s’ha trobat que entre un 14% i un 58% del
casos presentaven un mosaicisme amb una linea 46,XX (Nazarenko i colls, 1999; Park i colls,
1999; Wiktor i Van Dyke, 2005). Wolff i colls (2010) han suggerit una serie de recomanacions
metodologiques pel diagnostic de sindrome de Turner: a) incrementar el nombre de metafases
estudiades quan es sospita d’'un mosaicisme, b) aplicar FISH amb les sondes centromeriques del
cromosoma X i Y quan es detecta un cromosoma marcador, i ¢) estudiar el gen XIST quan es
detecta un cromosoma en anell o un marcador de mida petita, ja que s'associa a un fenotip mes
sever que inclou retard mental. Postnatalment a més de les anteriors s'inclou I'estudi de FISH en
nuclis interfasics de teixits de diferents linies embrionaries.

La variabilitat fenotipica de la sindrome de Turner probablement resulta de I'ample
ventall de cariotips que presenten. En el present estudi la preséncia de DC va ser superior i
estadisticament significativa (P=0.003) en el casos amb cariotip 45,X (63.7%) respecte als casos
de 45,X en mosaic (38.1%). En les series de Papp i col-ls (2006) i Alpman i col-ls (2009) es va
observar que un 91.7% i un 50% dels 45,X presentaven DC respectivament, comparat amb el
55.6% i el 43% dels 45,X en mosaic.

En relacié a les cardiopaties de les séries de casos que es van detectar postnatalment,
s’ha vist que hi ha una correlacié entre la severitat de la cardiopatia i el tipus de cariotip. Els
fetus amb 45,X tenen una major probabilitat de presentar una cardiopatia, com la coartacié
d’aorta que els mosaics, (29-30% versus 16,6-24,3%) (Mazzanti i Cacciari, 1998; Prandstraller i
colls (1999). D'altra banda les anomalies estructurals en el cromosoma X estan associades a
anomalies cardiaques no tan severes tal com la valvula aodrtica biclspide i la disfuncié
cardiaca (Mazzanti i Cacciari, 1998). En canvi, Poprawski i colls (2009) no troben diferéncies
estadisticament significatives entre el tipus de defecte cardiac en els casos amb 45X,
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mosaics, 0 amb anomalies estructurals del cromosoma X, probablement degut al petit
nombre de casos amb cariotips poc freqlients.

En el present estudi el 78,6% dels casos amb sindrome de Turner diagnosticats per mitja
de I'ecografia van ser IVE i un 13,1% van ser obits, es a dir només van arribar a terme un 8,3%
de les gestacions. Aquesta taxa d'IVE és similar a les descrites en altres series (Grandjean i
colls, 1998; Mansfield i colls, 1999; Christian i colls, 2000; Surerus i colls, 2003; Brun i
colls 2004, www.aspb.es/quefem/, Shaffer i collls, 2006). En canvi en l'estudi realitzat a
Hawaii Forrester i Merz (2003) s‘observa una taxa d’IVE del 50%.

4.2.34 CONSELL GENETIC

Quan un fetus es diagnosticat de sindrome de Turner els pares s’enfronten a la dificil
decisié de continuar la gestacié o interrompre-la. El consell genétic deuria incloure una
explicacié de la gran variabilitat de les anomalies associades i de I'alta probabilitat de talla
baixa i de fallida ovarica. Les nenes i dones amb la sindrome de Turner tot i que mostren
una intel'ligéncia normal presenten déficits en la capacitat visual i espaial, funcid6 motora,
memoria no verbal, funcid executiva, capacitat d‘atencid, dificultats del llenguatge i en
I'aprenentatge matematic (Zinn i colls, 2007; Hong i colls, 2009; Mazzocco, 2009). Els factor
genetics i hormonals poden influenciar en el desenvolupament cognitiu. Hi ha dades que
suggereixen que I'haploinsuficiencia d’'un o mes gens (PARI, STS i NLGN4X) localitzats a
Xp22.3 podrien ser responsables del fenotip neurocognitiu (Zinn i colls, 2007).

A I'nora d’oferir un consell genetic és de destacar els seglients punts (Huang i col'ls,
2002):

1. Els casos amb cariotip 45,X tenen un pronostic diferent als casos amb cariotip 45,X en
mosaic. En els casos amb 45,X en mosaic i amb abséncia de DC s’hauria de tenir en
compte l'expectativa d'un fenotip més lleu.

2. En els casos amb cariotip 45,X i sense defectes congenits s’haurien de:

> Repetir 'examen ecografic.

> Augmentar el nombre de metafases analitzades per citogenética
convencional per detectar nivells baixos de mosaicisme.

> Estudi molecular per a la deteccié del cromosoma Y.

3. En els casos amb 45,X en mosaic amb una linia que contingui material del cromosoma Y:

> La majoria corresponen a barons fenotipicament normals.

> La resta poden presentar genitals ambigus o genitals femenins amb
fenotip de la sindrome de Turner.

» S’hauria de repetir 'ecografia per confirmar el sexe fetal.

> El risc de gonadoblastoma es d’aproximadament del 15-20%.
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Malgrat que alguns defectes com la baixa estatura, la fallida ovarica i algunes altres
anomalies somatiques tenen tractament, en general la taxa d'interrupcié de la gestacid son
elevades (Saenger i colls, 2001). Bondy i colls (2007) han elaborat una guia per a 'avaluacio i
el tractament de les nenes i dones amb sindrome de Turner.

4.2.4 TRIPLOIDIA

En la serie de 1.738 cromosomopaties diagnosticades en 19 registres poblacionals
europeus s’han detectat 56 casos amb triploidia, el 78.6% es va diagnosticar prenatalment
gracies al cribatge per ecografia. Cans i col'ls (1998) detecten el 100% en una mostra de mida
petita (n=9), i en el registre de DC de la ciutat de Barcelona el 70%.

Les principals caracteristiques cliniques de la triploidia son un retard de creixement
asimetric i precog, ventriculomegalia, sindactilia, i també és caracteristic una placenta molar. En
la nostre série els defectes mes freqiients amb I'examen ultrasonografic van ser la hidrocefalia
(27,3%), els defectes cardiacs (13,6%) i els musculoesquelétics (13,6%). Un 41% van presentar
marcadors ecografics. Aquestes fregiiencies son similars a les d'altres series (Wladimiroff i col'ls,
1995; www.aspb.es) i diferents a altres series (Philipp i col-ls, 2004; Bekdache i col-ls, 2009) on
els defectes facials com els de linia mitja o dismorfies facials son els mes freqlients. Mc Fadden i
Kalousek (1991) van definir dos fenotips fetals depenent de l'origen de la dotacié cromosomica
extra. Tipus I quan la dotacid haploide extra és d'origen patern, inclou un creixement fetal
normal, crani proporcionat o amb microcefalia i placenta quistica i, i tipus II quan la dotacié
haploide extra és d'origen matern presenta un RCIU sever, macrocefalia, placenta fibrotica i
mostren una major supervivencia intradter.

D'acord amb Nicolaides i col*ls (1992) el diagnostic ecografic es va realitzar en la majoria
dels casos (75%) abans de la setmana 24 de gestacid.

Un 82.1% de les gestants amb fetus amb triploidia va finalitzar I'embaras com a IVE
similar al en el registre de DC de la ciutat de Barcelona (85,7%).

4.2.5 ANOMALIES DELS CROMOSOMES SEXUALS EXCLOENT LA SINDROME
DE TURNER

Existeixen poques dades referents al diagnostic prenatal de les anomalies dels
cromosomes sexuals exceptuant la sindrome de Turner. La indicacié dels estudis citogenétics son
generalment I'edat materna avancada o be de la deteccié de marcadors ecografics durant
I'examen ultrasonografic prenatal tals com oligohidramnis, hidrops, masses intraorals, artéria
umbilical Unica, focus ecogenic intracardiac, i ronyons displasics (Spear i Porto, 1988; Hoang i
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col'ls, 1999; Kim i Gross, 1999; Khoury-Collado i col*ls, 2005). Una revisié de la literatura recent
de casos amb 47,XXX mostra que I'Unic tipus de malformacions son els defectes urogenitals i
proposen que quan es realitzi una ecografia dirigida per diagnosticar aquestes malformacions
(Otter i col'ls, 2010).

A la nostra seérie la taxa de deteccié prenatal amb el cribatge per ecografia va ser per la
sindrome de Klinefelter del 5,7%, per la 47, XXX del 20% i pel 47,XYY del 20% fet esperat ja
que aquestes anomalies cromosomiques o bé tenen poques o no presenten manifestacions
cliniques i la majoria de vegades es diagnostiquen a l'atzar per la deteccid de marcadors
ecografics (Taula 4.8). Una TN augmentada, I higroma quistic i I'hidrops han estat associats a
aquestes gonosomopaties (Vaknin i col*ls, 2008).

Taxa deteccié IVE
47 XXX
Registre Barcelona 8% 24%
Present estudi 20% 20%
47,XXY
Registre Barcelona 8% 92,3%
Present estudi 5,7% 60%
47 XYY
Registre Barcelona 8% 24%
Present estudi 20% 20%

Taula 4.8. Taxa de deteccié i d'interrupcié voluntaria de l'embaras en
les anomalies dels cromosomes sexuals excloent la sindrome de Turner

La taxa d'interrupcié de I'embaras és molt variable en les diferents series, entre el 12,7%
i el 87,5% pel 47, XXY i entre el 12,7% i el 67% pel 47, XXX (Meschede i col'ls, 1998; Christian i
col'ls, 2000; Sagi i col'ls, 2001; Forrester i Merz 2003; Brun i col'ls, 2004; Shaffer i col*ls, 2006).

En els estudis més recents la taxa d'IVE és menor possiblement com a conseqiiéncia de
que les gestants reben un consell genetic més acurat. Existeixen altres factors que poden influir
en la taxa d'interrupcié com poden ser factors culturals, religiosos, caracteristiques poblacionals,
edat de la mare i paritat (Shaffer i col'ls, 2006). Entre els factors que influencien als pares a
I'hora de decidir continuar la gestacié el mes important és |'especialitat del professional que
ofereix el consell genetic després el tipus d’anomalia cromosomica i seguit del nivell educacional i
socioeconomic del pares (Yilmaz, 2008).
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4.2.6 ANOMALIES CROMOSOMIQUES AUTOSOMIQUES POC FREQUENTS
4.2.6.1 TAXA DE DETECCIO I DEFECTES CONGENITS

En la serie de 1.738 cromosomopaties diagnosticades en 19 registres poblacionals
europeus es van diagnosticar un total de 114 casos (6,6%) d’anomalies poc freqgients. Aquesta
taxa és lleugerament mes baixa que la descrita en altres séries que oscil*la entre el 10.4% i el
16.4% (Nicolaides i col'ls., 1992; Hume i col'ls., 1995; Hanna i col*ls., 1996) i superior a la serie
de Wiladimiroff i col'l. (1995) i Al-kouatly i col*ls. (2002) del 4,4% i 0,2% respectivament. La
nostra serie basada en poblacié general és la mes extensa, i probablement s'acosta a la taxa real
i @ mes és similar a les dades del registre poblacional de DC d’Atlanta on es van observar un 7%
d’anomalies poc freqlients (Cragan i Gilboa, 2009).

Mitjangant cribatge per ecografia prenatal es va detectar un 45.6% dels casos similar al
descrit en altres séries (Hume i colls., 1995; Al-kouatly i col'ls., 2002). La freqiiéncia de deteccio
de DC per mitja del cribatge ecografic és significativament més alta (45.6%) en les anomalies
autosomiques rares que en les cromosomopaties comunes (34.7%) (p=0.018), indicant que hi
ha un major percentatge de DC en anomalies cromosomiques rares.

En el present estudi la mitjana d'edat gestacional de deteccid de les anomalies
cromosomiques pocs frequients fou de 22 setmanes, el 82.7% dels casos es van detectar abans
de les 24 setmanes de gestacio i d'aquests el 84% van finalitzar la gestacid. En la nostra série la
finalitzacid de la gestacié va ser adversa en el 78.8% dels casos, un 61,5% van ser IVEs i un
17,3% nounats morts similar a I'observat per Al-Kouatly i col-l (2002). D’altra banda, tot i que
I'ecografia sigui aparentment normal el fetus podria presentar DC. Quan es diagnostica una
anomalia cromosomica poc frequent i I'ecografia mostra DC, augmenta la probabilitat de que
finalitzi la gestacié en IVE o nounat mort i afecta al maneig de la gestacid i del part quan es
diagnostica abans del limit legal de la interrupcid.

En la present serie el 59.6% de les anomalies cromosomiques autosomiques rares varen
mostrar un DC, un 23% dos, i un 17,3% mes de dos defectes. Els DC més freqients van ser
I'higroma quistic, defectes del sistema nervids central, del diafragma, cardiacs i renals, coincidint
amb els DC reportats (Wladimiroff i col'ls., 1995; Milunsky, 1998). La deteccid prenatal de
I'higroma quistic freqlientment s'associa a les sindromes de Turner i de Down, i es va observar
en un 21% dels casos amb una anomalia autosomica rara. Quan es correlaciona el tipus
d’'anomalia cromosomica amb el tipus de defecte congenit, s’ha observat que els defectes
cardiacs i el retard de creixement intrauteri estan associats amb més freqiiencia amb les
delecions cromosomiques mentre que I'higroma quistic, hidrops i translucencia nucal estan
associats a les trisomies o duplicacions.

Les bases de dades ECARUCA i UNIQUE, son de gran utilitat pel consell genétic ja que
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proporcionen informacid sobre el pronostic de les alteracions cromosomiques poc freqlients.

4.2.6.2 TIPUS D'ANOMALIES CROMOS(‘)MIQUES POC FREQUENTS
= Trisomies

En la serie de 1.738 cromosomopaties diagnosticades en 19 registres poblacionals
europeus es van diagnosticar vint-i-dos casos amb trisomies autosomiques excloent les
freqlients. En el cribatge per ecografia només un 41% van mostrar alguna malformacié. La
trisomia 9, que es caracteritza per presentar multiples malformacions (Hsu i col*ls., 1997; Dighe i
col'ls., 2009; Schwendemann i col'ls., 2009), es va detectar en set casos, i Unicament dos van
mostrar defectes en l'ecografia i la resta van mostrar en néixer malformacions dificils de
diagnosticar per ecografia (Tetralogia de Fallot, microftalmia, hidrocefalia). La trisomia 10 es va
diagnosticar en un fetus que presentava un higroma quistic, perd també s'associa a altres
malformacions (Farell i col*l., 1994; Knoblauch i col'l., 1999; Schwarzler i col‘l., 1999; Dighe i
col'ls., 2009). S’ha observat un cas amb trisomia 14 i hidrocefalia, essent compatible amb les
caracteristiques cliniques de disomia uniparental del cromosoma 14 d’origen matern (Healey i
col'l.s, 1994; Hsu i col'ls., 1997; Falk i col‘l.s, 2005). La trisomia 15 s’ha descrit associada a
avortaments espontanis i molt rarament en recent nascuts, i ha estat reportada en dos recent
nascuts polimalformats que van morir abans del quatre dies de vida (Coldwell i col.l.,, 1981;
Kuller i Laifer, 1991). En el present treball aquesta trisomia es va diagnosticar en quatre casos i
dos d'ells presentaven higroma quistic. Aquests dos casos foren mosaicismes, un d'ells
presentava a l'estudi necropsic arinencefalia, malformacié descrita préviament (Hsu i col'l.,
1997). La trisomia 16 és una de les anomalies cromosomiques més freqlient en avortaments de
primer trimestre, en aquest estudi es va detectar un nounat mort que presentava hidronefrosi,
megabufeta i omfalocel, malformacions ja descrites per aquesta trisomia (Digue i col*ls., 2009).
La trisomia 22 és la segona anomalia cromosomica més freqiient en avortaments de primer
trimestre. Les anomalies associades son retard de creixement intrauteri, microcefalia,
cardiopaties i dits llargs. En el nostre estudi es va observar un cas que només presentava
higroma quistic, les troballes ecografiques mes freqiients reportades sdn oligoamnis, el retard de
creixement intrauteri i la translucéncia nucal augmentada (Schwendemann i col'ls, 2009; Digue i
col’ls., 2009).

= Delecions, duplicacions i reorganitzacions desequilibrades

Les delecions autosomiques detectables per citogenética convencional tenen una
incidencia en néixer 1/5000 per les delecions terminals i de 1/4000 per les intersticials (Shaffer i
Lupski, 2000). Les delecions autosomiques han estat utilitzades en el mapatge de gens per
identificar gens associats a DC. En principi qualsevol regid del genoma podria estar subjecte a

una alteracio estructural, pero certes parts del genoma sdn més susceptibles que d‘altres, aixi ho
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demostra el fet que certes delecions o duplicacions no s’han observat mai. Aquestes regions
podrien contenir gens critics sensibles a dosi en la que la delecid o duplicacid seria letal (Shaffer i
Lupski, 2000).

Els fenotips associats a les delecions sén mes severs que els associats a les duplicacions
amb una tolerancia de grandaria maxima del genoma del 3% per les delecions i del 10% per les
duplicacions (Hecht i Hecht, 1987). Esta acceptat que les delecions autosomiques produeixen
efectes fenotipics inespecifics com el retard de creixement intrauteri i el retard mental. No
obstant el reconeixement de DC especifics en les delecions recolzen la hipotesi que
I'haploinsuficiencia d'alguns gens delecionats tenen un efecte directe en processos especifics del
desenvolupament (Brewer i col'ls, 1998). Aproximadament la meitat dels gens que presenten
CNVs es troben representats en la base de dades OMIM, que recull informacid sobre gens
associats a malalties mendelianes, genomiques i complexes (de Smith i i col'ls, 2008). Les
primeres evidencies de que les alteracions en les CNVs podien influir en el fenotip, provenen de
malalties esporadiques originades per variants estructurals de novo en contraposicid a les
malalties genetiques classiques en que el fenotip anomal és atribuible a mutacions puntuals
(Lupski, 2006). La majoria de delecions es diagnostiquen en els recent nascuts (81,7%), i el
70% son de novo, afecten mes al sexe femeni i estan associats a DC (Forrester i Merz, 2007).
Segons dades del registre de DC de Hawaii les delecions cromosomiques no afecten per igual a
tots els cromosomes, essent els cromosomes 4, 5 i 22 els mes freqlients.

En aquest treball es van detectar 33 casos amb delecions de les quals 17 (51,5%) es van
diagnosticar gracies al cribatge per ecografia. Els cromosomes implicats van ser: 1, 3,4, 5, 7, 9,
11, 13 i 18. La del(1p) esta associada a defectes cardiacs, paladar alt i arquejat, implantacié
proximal del polzes (Yang i col'ls., 2004), el nostre cas presentava un defecte cardiac. La delecié
del brag llarg del cromosoma 3 esta associada a agenésia de cos callds, peus contracturats,
limfedema, i cara dismorfica (Genuardi i col'ls., 1994) i també estan associades a defectes del
tub neural (Chen, 2007), els nostres casos van mostrar omfalocel i hidrocefalia. Es van
diagnosticar dos casos de monosomia 4p, responsable de la sindrome de Wolf-Hirschhorn, que
és dificil el diagnostic prenatal perqué normalment no presenten malformacions majors. Els dos
casos presentaven retard de creixement intrauteri, un d'ells presentava una cardiopatia i l'altre
un llavi lepori que esta d’acord amb el reportat (Casaccia i col*ls., 2006; Basgul i col'ls., 2006;
Sepulveda, 2007). Un cas presentava del(7q) i mostrava una regressio caudal en néixer, defecte
de dificil deteccié prenatal ecografica perd que s’ha descrit (Wang i col*ls., 1999). En un dels dos
casos amb del(11)(g23) es va detectar prenatalment el cor esquerre hipoplasic, defecte
estretament associat a aquesta deleci6 (Milunsky, 1998; van Karnebeek i Hennekam, 1999).

Les del(13q) mostren un ampli espectre fenotipic, les que es troben a nivell proximal (bandes
q13-g31) s‘associen a retard de creixement intrauteri sense malformacions estructurals majors,
mentre que les delecions que involucren al menys part de la banda 32 s'associen a
malformacions estructurals majors (Brown i col'l., 1993). De les tres delecions 13q, una va
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mostrar multiples malformacions, un altre higroma quistic i un altre retard creixement intrauteri i
hidrotorax. El fenotip associat a la del(18p) és molt variable pero esta caracteritzat per anomalies
facials, retard mental i de creixement i per malformacions esqueléetiques. En aquest treball es
van diagnosticar dos casos, un presentava holoprosencefalia que esta descrit en el 10% del
casos (Digilio i col'l.s, 2000; Turleau, 2008). Es coneix que el locus HPE type 4 localitzat a 18p11
esta associat a I'holoprosencefalia (Brewer i col*l., 1998).

En relacié a la identificacié de duplicacions de regions del genoma associades a DC ha
estat analitzat per Brewer i col'ls. (1999) i troben 21 regions que contenen al menys una banda
amb una alta significacid estadistica. En la nostra série es van analitzar 32 casos amb
duplicacions, 11 de les quals van ser diagnosticades gracies al cribatge per ecografia i involucren
als cromosomes 3, 4, 8, 10, 15, 12 i 22. En un 45,5% dels casos, I'ecografia va diagnosticar una
translucencia nucal, higroma quistic o hidrops.

Pel que fa a les reorganitzacions desequilibrades un 63,2% (12 de 19) dels casos van ser
detectades gracies al cribatge per ecografia. La preséncia d'alteracions desequilibrades
usualment esta associada a malformacions multiples, no obstant I'examen ecografic durant la
gestacid no va permetre detectar algunes malformacions.

= Cromosoma marcador extra

Es va observar 6 casos (0,34%) amb un cromosoma marcador extra, la meitat dels quals
van presentar DC en el cribatge per ecografia. La freqliencia de cromosomes marcadors en
diagnostic prenatal és del 0,075%, i del 0,2% quan la indicaci6 és el diagnostic ecografic d'un
defecte congenit (Liehr i col*ls, 2009). Els DC detectats en els fetus amb cromosoma marcador
van ser, fenedura palatina, omfalocele, artéria umbilical Unica, anomalies renals, i altres DC
menors com micrognatia, i orelles d'implantacié baixa.

El risc d’un fenotip anomal quan es detecta un cromosoma marcador prenatalment i és
de novo oscil'la entre un 7,1% a un 31% segons les diferents séries i la morfologia del
cromosoma (Taula 4.9). Determinar la seva rellevancia clinica pot ser dificultds ja que alguns
estan associats a fenotips molt severs i altres son clinicament insignificants. La majoria dels
cromosomes marcadors descrits provenen de series postnatals de pacients amb malformacions i
retard mental, per tant amb aquest biaix es fa dificil la correlacid genotip-fenotip (Gruchy i col.ls,
2008). El seu pronostic es basa en si sén de rnovo, la seva morfologia, el contingut d’eucromatina
i en la deteccid ecografica de DC.
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Marcador Marcador no
acrocentric acrocentric
Warburton (1991) 10.9% 14.7%
Crolla (1998) 7.1% 28.6%
Huang i colls (2006) 0% 17.4%
Graf i colls (2006) 18% 31%

Taula 4.9. Risc de defectes congénits per un cromosoma marcador extra de rnovo.

La caracteritzacié dels cromosomes marcadors diagnosticats prenatalment per mitja de
tecniques citomoleculars proporciona una gran ajuda per establir una correlacié genotip-fenotip,
perd les séries prenatals publicades encara son escasses (Gruchy i col.ls, 2008). Es important la
caracteritzacié del cromosoma marcador amb citogenética convencional i determinar el seu
contingut d'eucromatina, aixi com I'estudi del cariotip en els progenitors. Aquest primer analisi
permetra diferenciar si és bisatel*litzat, isocromosoma o d'altre tipus. L'aplicacié de técniques de
FISH permet la classificacid d'aquests cromosomes (Li i col.ls, 2000; Guanciali-Franchi, i col.ls,
2004). La tecnica de l'array-CGH permet la caracteritzaci6 molecular dels cromosomes
marcadors i per tant possibilita una correlacié precisa entre genotip i fenotip (Gruchy i col.ls,
2008).

= Reorganitzacions equilibrades

Es van detectar 14 reorganitzacions equilibrades, i en el 71,4% es va detectar un DC o
marcador per ecografia. Aquest percentatge és molt superior al descrit i probablement estigui
esbiaxat per una manca de registre de totes les reorganitzacions equilibrades. La deteccié d’'una
anomalia cromosomica equilibrada habitualment esta associada a un fenotip normal tot i que no
es pot descartar la presencia de DC. Hi ha descrites algunes séries sobre reorganitzacions
estructurals de novo en diagnostic prenatal, on el risc de fenotip anomal varia entre el 3,66% i
el 10% (Taula 4.10).

Risc de fenotip anomal en

reorganitzacions equilibrades

7 de novo
Warburton (1991) 6,1%
Peng i col.ls (2006) <10%
Giardino i col.Is (2009) 3,66%

Taula 4.10. Risc fenotip anomal a diferents series.

Es va reportar |'associacié entre reorganitzacions cromosomiques equilibrades i les
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caracteristiques cliniques de 216 casos amb malformacions, trets dismorfics, autisme i
discapacitat intel*lectual trobant un 24% d‘alteracions, la discapacitat intel*lectual estava present
en el 50% del casos (Bugge i colls, 2000). Actualment amb la tecnica d'array s’ha trobat un
42% de desequilibris gendomics en una serie de casos amb retard mental i portadors de
reorganitzacions equilibrades heretades o de novo (Schluth-Bolard i col-ls,2009).

Es va descriure el primer cas de diagnostic prenatal d’'una translocacié reciproca
aparentment equilibrada entre els cromosomes 2 i 9 que després d‘aplicar un array-CGH va
mostrar una microdelecié a 9q34.3 (Simovich i col-ls, 2007). La interpretaci6 de reorganitzacions
equilibrades de novo per citogenética després d'una troballa d'un defecte congenit prenatal esta
canviant degut a l'aplicacié d'arrays.

El fenotip anomal en una translocacié reciproca aparentment equilibrada probablement
es degut a que a nivell molecular hi ha una duplicacié o delecié criptica en un o més punts de
trencament, o bé que en els punts de trencament hi ha gens amb expressid interrompuda
0 que existeix una altre anomalia genomica independent de la translocacié (Wirth i col.ls, 1999;
Astbury i col.ls, 2004; Gribble i col.ls, 2005). Avui dia el consell genetic dels casos prenatals amb
reorganitzacions equilibrades de novo poden beneficiar-se de I'array-CGH que permet la deteccid
d'alteracions criptiques. S'han publicat diferents séries aplicant aquesta tecnologia en casos amb
reorganitzacions equilibrades heretades o de novo, amb fenotip normal o amb malformacions
obtenint una taxa d’alteracions desequilibrades que arriba fins el 40% (De Gregori i col.ls, 2007;
Baptista i col.ls, 2008; Sismani i col.ls, 2008). La caracteritzacié precisa molecular es essencial
pel posterior maneig clinic prenatal i postnatal i pressa de decisions.
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4.3 DISCUSSIO GLOBAL

Els resultats de I'estudi citogenétic de pérdues gestacionals (mort fetal intrauter, IVE,
mort postnatal) de segon trimestre ha mostrat que els cultius dels teixits cartilaginds i de
placenta han presentat una elevada taxa de creixement comparat amb les d'altres series. En les
morts fetals intradter es proposa que el teixit d’eleccid sigui la placenta ja que aquestes cel*lules
han mostrat una major supervivencia.

La fregliencia d‘anomalies cromosomiques en perdues gestacionals observada esta
d’acord amb la descrita a la bibliografia, essent les mes freqlients la trisomia 21, les triploidies, la
trisomia 18, la monosomia X i la trisomia 13. Es molt important confirmar el cariotip fetal
observat prenatalment després de la IVE o en el naixement, donat que s’ha trobat un 3% dels
casos amb discrepancia entre el cariotip prenatal i el realitzat després de la finalitzacié de la
gestacid. Aquestes discrepancies corroboren el problema de la no deteccié de mosaicisme en el
diagnostic prenatal.

L'existéncia dels registres de DC permeten avaluar de manera sistematica i rigorosa els
programes i les estrategies regionals de diagnostic prenatal aportant informacid sobre la
planificacié i avaluacié dels serveis de salut, incloent estrateégies de prevencid primaria,
secundaria i terciaria. Els registres poblacionals s6n una eina especialment robusta per a
I'avaluacio dels serveis de salut, ja que representen I'experiencia dels professionals dels hospitals,
a diferéncia dels resultats de les unitats especialitzades a les que accedeixen un grup seleccionat
de gestants. Els registres de DC proporciona dades sobre sensibilitat i especificitat de les
tecniques de diagnostic prenatal pels diferents tipus de DC, la proporcidé de casos que
interrompeixen I'embaras, i informacid sobre I'eficacia dels metodes de cribatge prenatal utilitzats
mostrant com varien les prevalences en el naixement de les sindromes mes comunes.

La col*laboracié europea dels registres de DC permet la posada en comu i comparacié de
dades de coneixements i un enfoc conjunt de qiiestions de salut publica europea. EUROCAT és
una plataforma de col*laboraci6 pels registres de DC. La col*laboracid dels registres inclosos en
EUROCAT ha contribuit a mantenir i enriquir els objectius dels registres locals i és estrictament
necessaria en el camp de les malalties rares com son els DC, facilitant la integracié d’equips
multidisciplinaris que enriqueixen als professionals de cada registre.Gracies a la col-laboracid
amb EUROCAT s’ha estudiat I'mpacte que te I'ecografia prenatal en la deteccid danomalies
cromosomiques. La taxa global de deteccié va ser del 37,7%, variant des del 26,4% per la
trisomia 21 fins quasi el 70% per la trisomia 13 i la sindrome de Turner. Aixi mateix el 42,8%
dels fetus amb una alteracié cromosomica poc freqiient mostraven alteracions per ecografia. A
més a més quan les tecniques invasives detecten una anomalia rara, l'ecografia aporta
informacié addicional i ajuda a predir el fenotip.
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L'ecografia com a exploracid rutinaria de la possible existéncia d‘alteracions
cromosomiques en el fetus es eficag, encara que les taxes de deteccié observades s6n menors
que les trobades en altres estudis en poblacions seleccionades. Les variacions en les taxes de
deteccid també son el resultat de les diferencies en l'especialitzacié de I'ecografista, I'equip
utilitzat i del moment de la gestacio en el que es fa I'examen. La creixent utilitzacié de I'ecografia
de primer trimestre, la millora de les imatges, de la tecnica ecografica i d'especialitzacid del
personal, la majoria dels defectes associats a anomalies cromosomiques podrien ser cercats i
detectats en un estadi primerenc de la gestacid (Driscoll i Gross, 2009).

El diagnostic per ecografia i el cribatge bioquimic prenatal en un futur proper portara
menys tecniques invasives per a la deteccié d'anomalies cromosomiques i una major sensibilitat i
especificitat del diagnostic de DC. Es fonamental invertir en la vigilancia epidemioldgica dels DC a
tota Europa per tal de dirigir i seguir progressant en aquestes arees.
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5 CONCLUSIONS

1. Laimplementacio de I'estudi citogenétic de pérdues gestacionals ha permés concloure que:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Els cultius dels teixits cartilaginés i de placenta mostren una taxa de casos amb resultat
mes elevada (83,5%) que altres estudis que han utilitzat altres teixits.

En els casos de mort fetal intralter el teixit d’eleccio sera la placenta ja que la taxa de
creixement és significativament més elevada degut a que les cél-lules sobreviuen alguns
dies després de la mort.

La taxa global (26,3%) i els tipus d’anomalies cromosdmiques detectades estan d'acord
amb les descrites a la literatura.

En els protocols d'estudi de pérdues gestacionals es recomana incloure els estudis
citogenetics per tal oferir un consell genétic més acurat i com a control de qualitat dels

estudis citogenetics prenatals.

2. La contribuci6é del diagnostic prenatal mitjancant el cribatge per ecografia en una série de

1.738 cromosomopaties analitzades en 19 registres de defectes congenits europeus ha

permeés concloure que:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

La contribuci6 del cribatge ecografic prenatal en la deteccié dalteracions
cromosomiques és efica¢ i permet diagnosticar gairebé mes d’'una tercera part dels
casos.

La sindrome de Turner ha estat I'anomalia cromosomica diagnosticada prenatalment
mes freqlent amb el cribatge per ecografia (67,2%).

Les trisomies autosomiques freqlents mostren unes taxes de deteccié prenatal
mitjancant el cribatge per ecografia (26,4% per la trisomia 21, 63,2% per la trisomia 18
i 68,2% per la trisomia 13) similars a les d’altres estudis poblacionals.

El defecte congénit mes frequent ha estat I'higroma quistic que s’associa a la trisomia 21
i trisomia 18, i I'higroma quistic junt amb I'hidrops en la sindrome de Turner.

Els casos de Sindrome de Turner en mosaic presenten estadisticament (p=0,003)
menys defectes congénits (38,1%), i un millor pronostic respecte als casos 45,X
(63,7%).
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2.6. El diagnostic ecografic es efica¢ en la deteccié d’anomalies autosomiques rares. La taxa
de defectes congenits es significativament més alta (45,6%) que la observada en les
cromosomopaties comunes (34.7%) (p=0,018).

2.7. Els defectes cardiacs i el retard de creixement intrauteri estan associats amb més
freqiiencia a les delecions cromosomiques mentre que I'higroma quistic, hidrops i
translucencia nucal estan associats a les trisomies i duplicacions.

2.8. Els registres de defectes congeénits han permes determinar I'impacte del diagnostic
prenatal en la disminucié de la prevalenca dels defectes congenits al naixement, que

depén dels tipus d’anomalia cromosomica.
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