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5.- DISCUSSIO
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5.1.- Representativitat de la poblacio en estudi

S’ha incluit en aquest estudi la totalitat de mostres procedents d’avortaments
espontanis de primer trimestre que han arribat al nostre laboratori en el periode
compres entre 1995 i 1999, és a dir que es tracta d’'un estudi prospectiu sense

selecci6 dels casos a estudiar.

Tot i haver-hi préviament uns criteris protocolitzats de seleccié per a la recollida
de mostres per a estudi citogenetic embrionari, s’hi ha acabat incluint mostres
fora d’aquests criteris (com ara primers avortaments, alt nivell d’'angoixa en la
parella, etc.). Malauradament, alguns casos que si que complien els requisits
previament establerts no s’han pogut incloure en el present treball perqué la

parella va rebutjar I'estudi citogenetic embrionari.

5.1.1.- obtenci6 de les mostres

El fet de que només 6 de les 155 biopsies de corion hagin estat realitzades fora
de la Seccié d’Ecografia i Diagnostic Prenatal de I'Institut Dexeus fa que el

conjunt de les mostres formi un grup homogeni pel que fa a la seva obtencio.

Es tracta d’especialistes amb molta practica en la realitzacié de biopsies de
corion en gestacions evolutives de primer trimestre. Aixi mateix, han estat
entrenats a reconeixer les vellositats corioniques sota una lupa binocular i a
calcular-ne les quantitats, per aixi poder saber quan han de repetir I'extraccio

per tractar-se d’'una mostra inadequada o escasa.
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Per ultim, la via d’accés en la realitzacio de la biopsia de corion també té
repercusions en I'estudi citogenétic posterior. En la via transabdominal, les
vellositats s’obtenen per succio a través d’'una agulla, motiu pel qual la mostra
arriba al laboratori més fragmentada i és més dificil de netejar; aixi doncs, les
possibilitats de confusié amb altres teixits que no siguin vellositats corioniques

(per exemple, restes de decidua materna) és més facil.

Aix0 és especialment important en els avortaments espontanis, on el teixit
corial sovint arriba al laboratori amb aspecte degenerat i desorganitzat, i per

tant és més facil confondre’l amb d’altres teixits materns.

La via transcervical, que és la usada de forma majoritaria en les biopsies de
corion recollides en aquest estudi, es practica amb unes llargues pinces que
pessiguen i arranquen les vellositats, i que despreés alliberen dins del tub amb el
medi de transport. Aixo permet I'obtencié de vellositats més senceres, més
netes, on es pot apreciar perfectament la forma ramificada, la irrigacio
sanguinia, i es distingeixen molt millor d’altres teixits que hi pogués haver

presents.
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5.1.2.- edat materna

L’edat mitjana de les dones, les gestacions de les quals s’han recollit aqui, és
de 34 anys. La meitat (50%) tenen menys de 35 anys i un 28% tenen 38 anys o

s

mes.

S’han escollit dues poblacions de control. La primera és el grup de dones amb
una gestacié controlada a I'Institut Dexeus, entre els anys 1997 i 1999. En
aquest primer grup control, el 71% tenen menys de 35 anys i un 10.6% tenen

38 anys 0 més.

La segona poblacio presa com a control és la de les parteres de la ciutat de
Barcelona entre els anys 1995 i 1999: la mitja d’edat €s de 31 anys, el 77.6%
tenen menys de 35 anys i un 7.4% tenen 38 anys o meés (dades cedides per

I'Institut Municipal de Salut Publica de I'Ajuntament de Barcelona).

La comparacio entre aquestes tres poblacions, dues d’elles usades com a
controls, déna com a resultat que la poblacié analitzada en el present treball és
una poblacié de dones grans. No sorprén aquesta conclusio ja que es tracta,
majoritariament, de parelles infertils (60.6%), que per tant tenen una historia
reproductiva amb perdues gestacionals de diversos anys, i essent I'Institut
Dexeus un centre clinic de tipus privat i un centre de referéncia, on moltes

parelles acudeixen després d'altres intents.
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5.1.3.- edat gestacional

El 14.5% de les gestacions analitzades corresponen a gestacions de menys de
6 setmanes (3 casos de 4 setmanes i 16 casos de 5 setmanes). Aquest nombre
reduit de casos en les primeres setmanes de gestacio s’explica perqué es
tracta, en tots els casos, de gestacions clinicament reconegudes, i en les que

I'avortament es descobreix a partir d’'una ecografia de primer trimestre.

En la majoria de casos el diagnostic de gestacié interrumpuda es fa al realitzar
la primera ecografia, on es confirma la gestacio en curs, es visualitza el
nombre d’embrions, es valora la correcta implantacié i es data I'embrio per

ecobiometria.

En alguns casos I'avortament espontani es diagnostica a la segona o tercera
ecografia realitzada, totes elles en el primer trimestre de la gestacio, ja sia
perque es tracta d’una gestacio amenacada o perqué son pacients amb
diverses perdues gestacionals de primer trimestre, i per tant amb un alt nivell
d’angoixa. Les pacients provinents de programes de reproduccio assistida

també solen tenir més d’un estudi ecografic durant el primer trimestre.

El 69.5% dels casos analitzats son gestacions d’entre 6 i 8 setmanes de
gestacio (91 casos en total). Es dificil comparar aquests valors amb els d’altres
estudis publicats, ja que en certs casos només es fa constar el rang, en d’altres
el limit del primer trimestre pot arribar fins a la setmana 13 o 14, o simplement

no s’especifica el nombre de casos per cada setmana o grups de setmanes.
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Entre els pocs estudis on si que s’ha especificat, el nombre de casos de fins 9
setmanes és del 26.5%, 34.8% o del 63.4% sobre el total de casos analitzats
(veure taula 5.1). Aixo indica que la present mostra, tot i contenir un nombre de
casos limitat, és representativa de les primeres setmanes de la gestacio

clinicament reconeguda.

Taula 5.1.- Proporcié de casos de 9 setmanes de gestacié o menys sobre el

total de la mostra publicada.

Eiben et al. 1990 192/724 (26.5%)
Ohno et al. 1991 47/135 (34.8%)
Be et al. 1997 386/609 (63.4%)
present estudi 120/131 (91.6%)

Cal tenir també en compte, a I'hora de comparar diversos estudis, que les
setmanes de gestacié en el present estan calculades per I'ecobiometria de
I'embrid, mentre que en molts dels estudis publicats es calcula per la data de
I'evacuacié uterina o de I'explusié espontania, o bé no s’especifica. Amb el
calcul biométric no es tenen en compte les setmanes que han passat des de
gue es produi I'éxitus embrionari en un avortament retingut fins a la data de la
presa de la mostra. Aix0 en la nostra série pot comportar una diferéncia mitja

de 2 setmanes (Taula 5.2, pagina 124).
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Taula 5.2.- Diferéncia entre les setmanes de gestaci6 calculades des del primer
dia de la darrera menstruacio a la deteccié de I'avortament espontani respecte

a les calculades per ecobiometria.

diferencia |n casos diferencia | n casos
0 14 4s. 22
1 setmana 26 5s. 6
2s. 32 6s. 1
3s. 24 9s. 1

5.2.- Resultat de latécnica citogenetica

5.2.1.- éxit de la técnica citogenética

En el present cas, s’ha obtingut un resultat citogenétic en un 91.5% de les
mostres (130/142 de les biopsies de corion acceptades), utilitzant en paral.lel el
métode semidirecte i, a partir del 1997, el cultiu llarg en els casos on la

guantitat de vellositats corioniques obtinguda ho permetia.

Aquest és un valor meés baix que el 97.6% o el 99.7% aconseguit en gestacions
evolutives de primer trimestre, segons queda recollit en els dos grans estudis
col.laboratius ja citats amb anterioritat (Association of Clinical Cytogeneticists

Working Party 1994; Ledbetter et al. 1992).
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Aquesta diferéncia entre els resultats obtinguts per biopsia de corion, segons la
gestaci6 sigui evolutiva o interrumpuda, s’explica perque les vellositats
corioniques procedents d’avortaments espontanis solen tenir un aspecte meés
degenerat, sense evidenciar-se activitat mitotica espontania a la lupa binocular,

el que succeeix menys frequientment en les gestacions evolutives.

En el cas de les vellositats coridniques procedents d’'un avortament espontani,
amb frequencia retingut dins de I'Gter algunes setmanes, el procés de lisi
cel.lular es pot haver ja iniciat en el moment de la presa de la mostra, i també

és meés freqlent la contaminacio fungica o bacteriana.

Tot aixo influeix en que el nombre de metafases i la qualitat de les bandes
disminueixin, aixi com que augmentin el nombre de casos sense metafases 0

amb metafases incomptables.

Aquest index del 91.5% d’éxits aconseguit en aquest treball és perfectament
comparable amb el resultat obtingut en d’altres séries similars, tal com es veu

reflexat a la taula 5.3.

Taula 5.3.- index de casos cariotipats en séries d’avortaments espontanis,
mitjancant I'analisi citogenétic de vellositats corioniques.

Guerneri et al. 1987 94%

Ogur et al. 1990 94.1%
Ohno et al. 1991 92.3%
Be et al. 1997 91.5%
Séanchez et al. 1999 91.4%
present treball 91.5%
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5.2.2.-resultat del metode semidirecte

En el present estudi, I'exit del métode semidirecte aplicat a les vellositats
corioniques en avortaments espontanis precocos es tradueix en un 87.7% de

resultats, comparable al d’altres series publicades (Taula 5.4)

Taula 5.4.- Resultats aconseguits, en d’altres series publicades, en I'aplicacié

del métode semidirecte.

Guerneri et al. 1987 94%

Eiben et al. 1990 76.3%
Ogur et al. 1990 86.2%
Ohno et al. 1991 92.3%
Gardo i Bajnéczky 1992 90.3%
Séanchez et al. 1999 91.4%
present treball 87.7%

Tal com es pot veure reflexat a la taula 5.5, pagina 127, la quantitat de
vellositats corioniques obtingudes per a I'estudi citogenétic (quantificades
després de netejar la mostra sota la lupa binocular) incideix de forma decisiva
en I'exit de la técnica citogenética. Aixo és especialment cert en el métode
semidirecte, doncs en un cultiu cel.lular I'exit d’aquest depén tant de la quantitat

de teixit com de la viabilitat de les cel.lules per a subdividir-se in vitro.
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Entre les mostres de 10 mg. o més (la quantitat minima recomanada), en el
10.2% dels casos no hi hagué metafases en el metode semidirecte, en un
23.1% el nombre de metafases analitzades fou inferior a 10, i en el restant

66.7% l'analisi de metafases fou considerat complet (10 metafases o més).

Per contra, entre les mostres de menys de 10 mg., I'index de no creixement
s’eleva al 19.3% i el d'un estudi citogenétic incomplert al 41.9%. Només en el

38.7% dels casos es pogueren analitzar 10 o més metafases.

Taula 5.5.- Importancia de la quantitat de vellositats corioniques disponibles per

al métode semidirecte, segons la seva incidencia en el nombre de metafases

analitzables.

menys de 10 mg. 10 mg. o meés
M.D. sense resultat 6 (19.3%) 11 (10.2%)
M.D. amb menys de 10 metafases 13 (41.9%) 25 (23.1%)
M.D. amb 10 metafases o més 12 (38.7%) 72 (66.7%)

5.2.3.- resultat del cultiu llarg

L’'index de resultats citogenétics en el cultiu llarg en aquesta serie és del
73.1%, comparable o per sota d’altres publicacions, i per sota del 87.7%
obtingut en el métode semidirecte. Ogur obté un 76.4% (Ogur et al. 1990) i Be
un 97.9%, un 96.6% o un 78.4%, segons si les mostres procedien del propi
centre, d'altres centres de la mateixa ciutat o de centres d’altres poblacions del

pais (Be et al. 1997).
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Una primera constatacio és que la quantitat de vellositat sotmesa a digesti
enzimatica també és important. Es per aquest motiu que es decidi d’augmentar
la quantitat i la qualitat de les vellositats dedicades al cultiu, per tal d’elevar el
percentatge de casos amb un resultat del cultiu, que en un inici era bastant
escas. D'1 mg es passa a cultivar de 3 a 5 mg. de vellositats corioniques. Aixo

requereix, pero, que es disposi d’'un minim de 15 mg. de vellositats en total.

Dels 75 casos en que s’intenta el cultiu llarg de vellositats, no es pogué obtenir
un resultat, o s’obtingué un fals resultat, en 22 dels casos (29.3%). S’entén per
fals resultat quan el resultat obtingut pel cultiu no és representatiu del cariotip

embrionari real, per exemple degut a contaminacié materna.

En cinc casos hi ha indicis de contaminacié amb material matern (3 segurs i 2
probables), el que suposa un 6.66% dels casos de cultiu llarg i un 22.7% dels

casos no informatius.

En uns altres cinc casos no s’obtingué cap resultat degut a una contaminacio
bacteriana o fungica, ja sigui per una mostra que ja arriba contaminada al
laboratori 0 per una contaminacié deguda a una manipulacié no suficientment

curosa, que feu interrompre el cultiu.
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En cinc casos més tampoc es va obtenir cap resultat pel metode semidirecte
(1 cas) o s’obtingueren menys de 10 metafases (4 casos). En aguests casos
s’interpreta que molt probablement el procés de degeneracio cel.lular incidi

directament en la no divisi6 de les cél.lules en cultiu.

5.2.4.- contaminacions bacterianes i fungiques

En un inici, tant el medi de transport com el medi d’'incubacié de la mostra per a
metode semidirecte no contenia antibiotics ni antifungics. A partir de que
s’observa contaminacio del medi ja a les poques hores d’'incubacié en un
namero considerable de casos, es procedi a cultivar una aliquota del medi de
transport en medi tioglicolat, a 37°C durant 48h., i en cas de turbidesa es feia

identificar el germen pel laboratori de microbiologia.

La deteccidé d’un germen en el medi de transport complica I'obtencio d’'un
resultat pero no I'impossibilita totalment. A més, la incidénca en I'obtencié de
metafases en el metode semidirecte també és molt diferent a la incidéncia

sobre el cultiu llarg (Taula 5.6, pagina 130).

Mentre que en el metode semidirecte només en 4/17 mostres amb un germen
en el medi de transport no es va poder analitzar cap metafase, en el cultiu llarg

va ser en la majoria de casos contaminats (7/11).
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Taula 5.6.- Casos amb un germen aillat en el medi de transport, segons el

meétode citogenetic aplicat i el resultat obtingut.

meétode semidirecte cultiu llarg
sense cap resultat 4 7
amb resultat complet 7 -
amb resultat (menys 10 met.) 6 4

Els germens aillats en el medi de transport estan especificats a la taula 5.7. En
tots els casos, la mostra tant pot procedir de la gestacié analitzada com dels

operadors que extreuen la mostra i de 'ambient de la sala on s’extreu.

Taula 5.7.- Germens aillats a partir del medi de transport de les vellositats
corioniques. Els no identificats corresponen a casos detectats de visu pero no

tramesos al laboratori de microbiologia per a la seva identificacio.

géermen Pseudomona ssp.

Staphilococcus aureus Sarcina lutea

Staphilococcus epidermis Klebsiella pneumoniae

w| k| o >
A R R P

Pseudomona aeruginosa no identificat

Donat els problemes que ocasionen aquestes contaminacions en els resultats
citogenétics, en l'actualitat tant el medi de transport com el medi d’incubacioé del
meétode semidirecte estan ja complementats amb antibiotocs i antifungics, motiu

pel qual ja no es realitza la comprovacié rutinaria en tioglicolat.




131

5.3.- Analisi dels resultats citogenétics

5.3.1.-incidencia d’anomalies cromosomiques

En la nostra serie, la incidencia d’'anomalies cromosomiques es tradueix en que
88 dels 131 embrions cariotipats sén portadors d’alguna anomalia cromosomica

(el que correspon al 67.2%).

Si es compara amb d’altres séries on s’analitzen avortaments espontanis de
primer trimestre de la gestacié mitjancant estudi citogeneétic de les vellositats
corioniques per métode semidirecte, es pot comprovar que I'index trobat en
aguesta serie esta totalment en la linia amb la resta els estudis aqui reflexats
(Taula 5.8). La mitja d’anomalies cromosomiques en avortaments espontanis
del primer trimestre, obtinguda dels treballs resumits en aquesta taula, és del

67.6%.

Taula 5.8.- Recull dels principals estudis citogenétics en embrions de primer
trimestre, per analisi directa de les vellositats corioniques, fent émfasi en el
nombre de mostres cariotipades, I'exit obtingut en la tecnica citogenética i

I'index d’anomalies cromosomiques observades.

casos exit index anomalies
cariotipats cromosomiques
Guerneri et al. 1987 189 94% 76.7%
Ohno et al. 1991 144 92.3% 69.4%
Gardo i Bajnoczky 1992 224 90.3% 51.3%
Strom et al. 1992 95 99% 83%
Be et al. 1997 609 91.5% 63.7%
Sanchez et al. 1999 85 91.4% 62.2%
present estudi 131 91.5% 67.2%
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Si es compara la taxa d’anomalies cromosomiques segons les setmanes de
gestacio, tal com es troba reflexat a la Taula 5.9, no es detecten grans
diferéncies. Es dificil extreure’n conclusions, ja que el nombre de mostres en
les primeres i en les darreres setmanes de gestacié és massa escas per a
poder generalitzar, pero si que s'aprecia un augment de les anomalies

cromosomiques en les setmanes 6i 7.

Taula 5.9.- Proporcié d’anomalies cromosomiques trobades, segons la

setmana de gestacio.

setmana | patologies total %
4 2 2 66.66
5 11 16 68.75
6 26 37 70.27
7 18 25 72
8 19 28 67.86
9 6 10 60
10 3 6 50
11 2 3 66.66
12 1 2 50

5.3.2.- tipus d’anomalies cromosomiques

L'anomalia més freqiientment observada ha estat, com era d’esperar, les
trisomies, totes elles autosomiques. En segon lloc hi ha la monosomia X,
seguida de prop per les poliploidies. En igual nombre s’hi troben les anomalies
estructurals, i per altim, amb només un cas, una monosomia autosomica pel

cromosoma 21.
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5.3.2.1.- trisomies

Les trisomies son el tipus més frequient d’anomalia cromosomica entre els
avortaments espontanis. En el present treball I'index de trisomies se situa al
70.5% respecte al total d’'anomalies cromosomiques, que €s una xifra
perfectament comparable a la trobada en d’altres treballs publicats i resumits a
la taula 5.10. En tots els casos, més de la meitat de les mostres amb una

cromosomopatia sén deguts a la preséncia d’'una trisomia.

Taula 5.10.- Frequéencia de les trisomies respecte al total d’anomalies

cromosomiques (incluides les dobles trisomies).

trisomies

Ohno et al. 1991 68%

Gardo i Bajnéczky 1992 55.7%
Strom et al. 1992 77.2%
Be et al. 1997 61.6%
Sanchez et al. 1999 64.1%
Grimoldi et al. 2001 66%

present estudi 70.5%

En totes les series descrites, incluit el present treball, la trisomia pel
cromosoma 16 és la més freqlent entre els avortaments espontanis. La
frequiéncia de trisomia 16, en la present série, respecte al total de trisomies
(20.7%) queda per sota del 31% recollit per Egozcue (Egozcue 1997) i també
per sota dels valors de 33-34% recollits en d’altres treballs publicats (Gardo i
Bajnéczky 1992; Be et al. 1997; Grimoldi et al. 2001), pero similar al 21.8%

trobat per Eiben (Eiben et al. 1990).
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Per contra, el valor relatiu de trisomia 22 trobat en la nostra serie és superior al
descrit en algunes d’aquestes publicacions citades. En el present treball, el
17.2% de les trisomies ho s6n pel cromosoma 22, mentre que Egozcue cita un
11.4% i Be un 14.4%. Gardo¢ cita un index més alt de trisomia 22, un 20.7%, i
Strom troba un valor encara més alt, 23%, per sobre del 13.1% de la trisomia
16 en la seva série (Gardo i Bajndczky 1992; Strom et al. 1992; Be et al. 1997;
Egozcue 1997). El valor trobat per Eiben també s’assembla molt al del present

treball: 17.9% (Eiben et al. 1990).

Segons Egozcue, la trisomia 21 es dona amb quasi la mateixa frequiéncia que
la trisomia 22, situant-se com la tercera trisomia més freqiient en avortaments
espontanis (Egozcue 1997). Aix0 no és aixi en la present serie, on només es
troben un 6.7% de trisomies 21. Aquest valor relatiu encara esta més disminuit
en la série de Be, amb només un 3.7% (Be et al. 1997). Aix0 es deu a que els
valors recollits per Egozcue fan referéncia a la totalitat dels avortaments
espontanis, no limitats al primer trimestre i inclus amb una majoria dels casos

recollits del segon trimestre.

El tercer lloc en la present série, en quant a frequiéncies de trisomies, I'ocupa la

trisomia 15, amb un 15.5%, bastant més frequent que en d’altres séries.

També hi ha algun cas on se cita la trisomia pel cromosoma 18 com una de les
més frequents (Gardo i Bajndczky 1992; Silvestre 1998), si bé Egozcue li dona
una frequéncia relativa d'un 4.6% (Egozcue 1997). A la série present només

n’han aparegut dos casos, un d’ells en una doble trisomia.
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Probablement, la freqiiencia relativa de cada cromosoma en una serie
determinada depen molt del nombre de casos analitzats i, sobretot, de I'edat
gestacional dels embrions analitzats; a diferents periodes de la gestacio s’hi

trobaran diferents frequiéncies relatives de trisomies per a cada cromosoma.

Una freqiiéncia relativa de trisomia 21 baixa, com en el present treball, pot ser
un indicador de que la mostra conté un alt percentatge d’avortaments molt
precocos, ja que la trisomia 21 probablement és causa d’avortament més comu

en etapes més tardanes.

S’han trobat trisomies en tots els parells d’autosomes, excepte pels
cromosomes 1, 4, 6, 12, 17, 19. Aquests cromosomes son dels que es
descriuen com els menys freqlents a la taula 1.3, pagina 25, amb un 2.4% de

frequéncia o menys (Egozcue 1997).

De dobles trisomies se n’han trobat 3, el que suposa un 3.4% del total de
patologies. Aix0 és comparable, si bé una mica per sota, al 4 i 5% descrits per

Ohno i Grimoldi, respectivament (Ohno et al. 1991; Grimoldi et al. 2001).

De les 62 trisomies, cinc casos han estat en mosaic, el que suposa un 8.1%.

També aquest valor és comparable al 10.5% descrit per Be (Be et al. 1997).
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L’edat materna entre els casos amb una trisomia autosomica €s meés elevada
gue en la poblacié global en estudi. L’edat mitjana de les dones amb un
avortament portador d’una trisomia és de 35.9 anys, mentre que el de la

poblacié global en estudi és de 34 anys.

Per grups d’edat, el resultat és també que les dones amb un avortament
trisdbmic son més grans que el grup en general: entre les trisomies el 57.4% de
les dones tenen 35 anys o0 més (contra el 50% de la poblacié en global) i un
37.7% tenen 38 anys o0 més (contra un 28%). Aixo demostra que també en el
grup analitzat pel present estudi I'aparicio de trisomies i I'edat materna

avancada tenen una relaci6 directa.

Segons les indicacions per a realitzar I'estudi citogenetic, els grups amb un
percentatge relatiu de trisomies superior a la taxa global del 70.5% son el
d’infertilitat secundaria (el 80.9% de les anomalies cromosomiques son
trisomies) i el de dones a qui s’ha aplicat alguna tecnica de reproduccio

assistida (amb un 88.9% de trisomies).

Es especialment interessant la relaci6 entre reproducci6 assistida i trisomia,
pergue es coneix molt poc encara sobre I'efecte de la manipulacié sobre els
gametes o I'embrié primerenc. El fet de que aquesta manipulacié pogués

causar un efecte negatiu sobre les futures divisions cel.lulars és un aspecte

controvertit.
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De fet, tot i que esta protocolitzat I'estudi citogenetic prenatal en aquests casos,
no s’ha pogut establir una relacié6 amb anomalies cromosomiques en el segon
trimestre de la gestacio, excepte per als cromosomes sexuals. Potser és que
les consequéncies de la manipulacio cal buscar-les en un periode gestacional

anterior.

Grimoldi troba una major incidéncia de cromosomopaties entre els casos
provinents de técniques de reproduccié assistida (80% contra el 60.5%
general), perd no especifica el tipus d’anomalies trobades (Grimoldi et al.
2001). En el present treball, la incidéncia global de cromosomopaties en les
dones provinents de reproduccié assistida es manté (67.7% vs. 67.2%), pero el

gue augmenta és la frequiéncia relativa de trisomies.

5.3.2.2.- monosomia X

Els deu casos de monosomia X que s’han trobat suposen el 7.6% sobre el total

d’embrions analitzats i el 11.4% sobre el total de les anomalies cromosomiques

descrites.

Aix0 suposa uns valors comparables als valors extrets d’altres treballs publicats

(que es troben resumits a la taula 5.11, pagina 138).
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Taula 5.11.- Proporcié relativa de casos amb cariotip 45,X respecte al total

d’avortaments espontanis amb anomalies cromosomiques.

45X
Ohno et al. 1991 7%
Gardo i Bajnéczky 1992 15.6%
Strom et al. 1992 11.4%
Be et al. 1997 10%
Egozcue 1997 19.7%
Sanchez et al. 1999 7.5%
Grimoldi et al. 2001 9.2%
present estudi 11.4%

La disparitat entre els valors publicats es pot deure, de nou, a les diferéncies
entre I'edat gestacional dels embrions analitzats en els diferents estudis. Aixo
ve reforgat pel fet de que, en el present treball, les monosomies X trobades

corresponen a embrions de 8 setmanes o més. L'Unic embrié de menys de 8

setmanes amb monosomia X té també una trisomia 16 i és de 6 setmanes.

També en el present estudi es comprova que la relacié entre edat materna i
monosomia X és inversament proporcional (Kajii i Ohama 1979), és a dir que la
preseéncia de monosomia X és més frequent en dones joves. La proporcio de
dones de menys de 35 anys és del 50% en la totalitat de la mostra, mentre que
en el grup d’embrions amb cariotip normal és del 55.8% i en el grup d’embrions

amb monosomia X puja fins al 60%.
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Si s’observen les freqlencies relatives segons la indicacio per a realitzar
I'estudi citogenétic, es pot veure que en els dos grups de parelles infertils (tant
per infertilitat primaria com secundaria) els valors de monosomia X s6n més
baixos que el general. Mentre que un 11.4% del total de patologies trobades
corresponen a monosomia X, en el grup d’'infertilitat primaria i secundaria

aquest valor és del 7.1 i del 9.5%, respectivament.

Per contra, en el grup d’alerta ecografica la meitat dels casos amb anomalia
cromosomica corresponen a monosomies X. Aix0 es deu a que €s una
anomalia que es detecta sobretot en avortaments espontanis de finals del
primer trimestre, i llavors ja és possible veure alguna malformacio o algun

marcador ecografic que recomani I'estudi citogenetic.

5.3.2.3.-monosomia 21

El fet de que només s’hagi trobat un cas amb monosomia autosomica, entre els
88 embrions amb anomalies cromosomiques, que correspon a una monosomia

21, s’adiu perfectament amb les dades publicades.

Pocs son els treballs publicats on es recullen casos de monosomia 21 (Kajii et
al. 1973; Joosten et al. 1996; Be et al. 1997; Grimoldi et al. 2001), i al ser tant
pocs els casos descrits, es fa impossible comparar freqiiencies relatives, ja que

els valors oscil.len molt (des del 0.51% al 1.22%).
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Només es podran detectar en aquelles séries amb embrions de molt poca edat
gestacional, ja que sembla que les monosomies autosomiques sén letals en
etapes molt precoces del desenvolupament embrionari i que les concepcions
monosomiques ni tant sols arriben a la fase de blastocist (Edwards 1986;

Evsikov et al. 2000).

5.3.2.4.- poliploidies

S’han trobat vuit casos de poliploidies, 6 triploidies i 2 tetraploidies, el que
suposa un index global del 9.1% respecte al total d’embrions amb anomalies
cromosomiques. Per separat, les triploidies suposen un 6.8% del total de

cromosomopaties i les tetraploidies un 2.3%.

En comparacié amb d’altres estudis publicats (les freqliéncies relatives dels
guals estan especificades a la taula 5.12, pagina 141), els valors d’aquest
treball son similars a les publicacions amb menor index de poliploidies (Ohno et
al. 1991; Strom et al. 1992; Grimoldi et al. 2001), entre el 9 i el 12.3% en global.
Les restants publicacions obtenen valors més elevats, que van del 16 al 28%
(Guerneri et al. 1987; Gardo i Bajnéczky 1992; Be et al. 1997; Egozcue 1997;

Sanchez et al. 1999).

En les poliploidies trobades en aquest treball també s’evidencia, com en el cas
de la monosomia X, una relaci6 inversa amb I'edat materna. Si bé 7 casos de
monosomia X amb I'edat materna coneguda s6n molt pocs per a poder
generalitzar, si que es pot dir que un 71.4% de les dones amb menys de 35

anys i un embrié amb monosomia X és un valor molt per sobre del 55.8% de
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dones de menys de 35 anys amb cariotip normal i del 50% de dones de menys

de 35 anys del grup en estudi en global.

Aquests resultats donen suport a d’altres publicacions, amb un nombre bastant
més elevat de casos, que també descriuen aquesta relacio inversa entre

poliploidies i edat materna (Neuber et al. 1993).

Taula 5.12.- Valors relatius de poliploidies respecte al total de casos amb

anomalies cromosomiques.

Poliploidies triploidia

tetraploidia

Guerneri et al. 1987 16%

Ohno et al. 1991 9%

Gardd i Bajnéczky 1992 23.5%

Strom et al. 1992 10.1% 6.3%
3.8%

Be et al. 1997 20.4% 16%
4.4%

Egozcue 1997 21.4% 16%
5.4%

Sanchez et al. 1999 28.3% 26.4%
1.9%

Grimoldi et al. 2001 12.3% 12.3%
0

present treball 9.1% 6.8%
2.3%

La proporcio relativa de poliploidies és especialment baixa en el grup de
pacients amb infertilitat secundaria (4.7% vs. 9.1%), pero similar en el grup amb
infertilitat primaria. La meitat dels embrions amb una poliploidia corresponen a

parelles amb infertilitat primaria (4/8).
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Com ja s’ha dit anteriorment, en els homes amb azoospérmia, criptospermia i
oligozoospermia el 33.3% de les gestacions triploides sén diandriques, degut a
una fecundacié per un espermatozoide diploid (Egozcue et al. 2002). Aquestes
parelles sovint acaben acudint a técniques de reproduccié assistida, en
especial a ICSI. Es per tant d’esperar que una majoria dels avortaments
triploides que es donin en aquest grup de pacients tinguin un orgien diandric.

En el present treball no hi ha dades per a confirmar-ho.

Una de les tetraploidies observada és en mosaic, amb una linia 46,XX i I'altra
92,XXXX. Es podria pensar que I'origen de la linia tetraploide pot ser degut a
un error in vitro, siné fos que ambdues linies cel.lulars apareixen tant en el
métode semidirecte com en el cultiu llarg. Es precisament en el métode
semidirecte, on €s menys probable una aberracio6 in vitro, on la linia tetraploide
€s majoritaria (en un 95%), mentre que en el cultiu va ser trobada en un 30%,
encara que aixo darrer tampoc és totalment representatiu de la freqtiéncia en

gue aquesta linia podia estar present en el mesénquima d’aquesta gestacio.

Altres grups (Be et al. 1997) han trobat altes proporcions de mosaics entre les
tetraploidies (en aquest cas, 10 de les 17 tetraploidies tenien una linia normal),
el que fa pensar també que aquest cas de mosaic sigui vertader, i no degut a

una anomalia ocorreguda in vitro.
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Només dos dels casos amb poliploidies van presentar una degeneracié
placentaria de tipus molar, segons va demostrar I'analisi anatomo-patologic
posterior. D’aquests dos, en un cas la mola ja havia estat detectada per
ecografia (era un embrio de 9 setmanes de gestacio) i aquest era el motiu pel

qual es recomana I'estudi citogenétic.

Dels 5 casos en que es diagnostica una mola, un cas va resultar ser una
tetraploidia, un altre una triploidia amb tetrasomia pel cromosoma 18, dos

casos de trisomia (pels cromosomes 7 i 8) i un cas de cariotip normal 46,XY.

Aquestes dades confirmen que les poliploidies, en el primer trimestre de la
gestacio, s’associen a degeneracio molar de la placenta amb molt menys
frequencia que en el segon o tercer trimestre. Per tant, la majoria de
poliploidies quedaran sense diagnosticar si només s’aconsella I'estudi
citogenétic basant-se en I'examen ecografic 0 macroscopic de la placenta

(Jauniaux et al. 1996).

5.3.2.5.- anomalies estructurals

Les 8 anomalies estructurals trobades en el present estudi sén desequilibrades.
En 6 casos un dels dos pares era portador de I'anomalia de forma equilibrada;
concretament, en dos casos el portador era el pare (tots dos casos amb una
translocacié reciproca) i en quatre casos la portadora era la mare (una

translocacié reciproca i tres translocacions robertsonianes).
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D’aquests 6 casos familiars, en 4 d’ells el desequilibri provocat en I'embrié no
és fruit d’'una segregacio desequilibrada (0 no nomeés, segons el cas) sin6 que
es dona l'aparicio d’'un cromosoma extra d’'una de les parelles implicades en la
translocacié o d’'un cromosoma marcador. Aixo dona suport a la idea de que la
presencia d’'una translocacié predisposa a la no-disjuncié (Andrews i Roberts

1982).

Durban i col. mostren, en un estudi realitzat en primers corpuscles polars
d’oocits de parelles on un dels dos membres és portador d’'una translocacié,
gue si la regi6 intersticial és llarga hi ha més tendéencia a I'adjacent Il i a la
segregaci6 3:1, donant aixi una majpr proporcié de gametes desequilibrats
(Durban 2001). Les anomalies estructurals presents en aquest estudi son

d’aquest tipus.

Els dos casos de novo es donen en embrions en els que es troba una
discrepancia entre el métode semidirecte i el cultiu llarg. Aixd sembla indicar
gue l'origen és un error de tipus mitotic en les primeres etapes del
desenvolupament embrionari, i per aixo la seva distribucio entre els diferents

teixits analitzats ha estat desigual.

Totes les translocacions robertsonianes trobades sén de les del tipus
der(13;14) (g10;910), que sempre es descriu com la més freqientment trobada

entre la poblacio infértil (Bourrouillou et al. 1986; De Braekeleer i Dao 1991).
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La frequéncia relativa de les anomalies estructurals varia molt entre els
diferents treballs publicats, pero de tots ells el treball que presenta un valor meés

elevat és el nostre (veure la taula 5.13).

Taula 5.13.- Frequéncia relativa de les anomalies estructurals entre els

avortaments espontanis amb anomalies cromosomiques.

Guerneri et al. 1987 6.3%
Ohno et al. 1991 6%

Gardé i Bajnéczky 1992 5.2%
Strom et al. 1992 1.3%
Be et al. 1997 4.9%
Egozcue 1997 4.1%
Sanchez et al. 1999 1.9%
Grimoldi et al. 2001 4.1%
present treball 9.1%

Una primera limitacié per a la deteccié d’anomalies estructurals és la baixa
resolucio obtinguda en general amb el métode semidirecte aplicat a vellositats
corioniques, que fa que puguin passar desapercebudes anomalies estructurals

petites.

En segon lloc, també influira el percentatge de parelles de la mostra en qué un
dels dos membres sigui portador d’'una anomalia cromosomica. En el present
estudi, per exemple, tots els embrions amb un dels pares portador d’'una

anomalia de tipus estructural han tingut un cariotip patologic.
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En diagnostic pre-implantacional s"ha vist que en els progenitors portadors
d’'una translocacio robertsoniana el 23% dels embrions aconseguits son
normals i el 77% cromosomicament anormals. En el cas dels portadors de
translocacions reciprogues encara €s pitjor, ja que un 11% dels embrions sén

normals i un 89% anormals (Magli et al. 2001).

5.3.2.6.- mosaics

En el present treball s’ha trobat un 9.1% dels embrions amb cariotip patologic
amb dues linies cel.lulars i, en tots els casos menys un, una de les linies és

normal i I'altra patologica.

Comparant amb d’altres treballs publicats (resumits en la taula 5.14), es pot
veure que els mosaics estan forca ben representats en el treball present, ja que

és el segon en ordre decreixent.

Taula 5.14.- Frequéncia de mosaics en referencia al total de mostres amb un

cariotip anomal.

Creasy et al. 1976 4.2%
Chandley 1981 2%
Ohno et al. 1991 6%
Be et al. 1997 12.6%
present treball 9.1%
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Aix0 és un indicador de que el nombre de metafases analitzades per cas és
superior al d’'altres séries, el que ha permes detectar mosaics de més baixa
freqUencia. El fet de realitzar en paral.lel el metode semidirecte i el cultiu llarg
també ajuda a detectar mosaics, ja que en dos casos la linia minoritaria del
meétode semidirecte fou detectada en un re-analisi després de detectar el

mosaic en el cultiu llarg (Ribas Seix et al. 2000).

Hi ha autors que proposen que el mosaicisme detectat en vellositats
corioniques es relaciona més amb mort fetal que no amb problemes

gestacionals i en el fetus (Wapner et al. 1992).

Al no disposar de fragments de I'embrio per a la seva analisi citogenética, no es
pot detectar en quins casos el mosaic és confinat a placenta, especialment
guan en la meitat dels casos no es té un resultat del cultiu llarg, ja sigui perque

no se’n féu o perque no s’obtingué cap resultat.

De tota manera, el fet de que es tracti d’'un avortament espontani fa pensar en
gue pocs d’aquests casos poden ser atribuits a un mosaic confinat a placenta i,
en tot cas, si n’hi ha algun, ha de ser prou important per la viabilitat de la

gestacio com per a provocar la seva interrupcio.
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5.3.3.-indicacions per a I’estudi citogeneétic i patologia

cromosomica

5.3.3.1.- infertilitat primaria

El percentatge d’anomalies cromosomiques dins d’aquest grup (66.7%) és molt
similar al percentatge total dels 131 embrions amb un resultat citogenetic

(67.2%).

L'edat materna de les gestacions compreses en aquesta indicacié és similar a
la poblacié general: el 56.5% tenen menys de 35 anys i el 27.4% tenen 38 anys

s

0 mes.

Les anomalies estructurals son meés frequients en aquest grup que en el total
d’embrions analitzats (11.9% vs.9.1%), tal com s’esperava. Ja s’ha dit abans
gue una de les causes de la infertilitat en la parella és que un dels dos pares
sigui portador d’'una anomalia cromosomica estructural equilibrada, ja que una
porcio dels seus gametes seran desequilibrats i donaran lloc a avortaments

espontanis o a fetus malformats.

De les cinc anomalies estructurals amb indicacié d’infertilitat primaria en la
parella, en quatre casos un dels pares era portador d’'una anomalia estructural
equilibrada (dues translocacions reciproques i dues robertsonianes). En el

cinqué cas es tractava també d’'una gestacié anembrionada.
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De les 6 triploidies recollides en el present estudi, quatre es dénen en
avortaments espontanis de parelles amb infertilitat primaria. Com ja s’ha
comentat, encara que no es disposa d’aquest tipus de dades, el més probable
es que es tractessin de triploidies d’origen diandric, per fecundacié amb un

espermatozoide diploid (Egozcue et al. 2002).

La freqUiéncia relativa de monosomia X és més baixa en el grup d’infertilitat

primaria que en el total (7.1% vs. 11.4%).

5.3..2.- infertilitat secundaria

En aquest grup el percentatge d’anomalies cromosomiques és també molt
similar al general (67.7% vs. 67.2%), tal com passa en el grup d’infertilitat
primaria. Pero, en aquest grup d'infertilitat secundaria, les trisomies hi son més
representades (80.9% vs. 70.5% general). Per contra, les poliploidies hi son
disminuides (4.8% vs. 9.1%), encara que, a I’haver-hi només un sol cas,

aguesta xifra és poc representativa.

L'augment de trisomies pot estar indicant que un dels dos membres de la
parella té més risc de no-disjuncié meiotica. En aquest cas, aquesta parella
tindria més risc de tenir un altre embrid trisomic més endavant, i per tant seria
recomanable realitzar un diagnostic prenatal cromosomic en cas de gestacio

evolutiva.
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Pero cal tenir en compte que I'edat materna de les gestacions incloses en
aquest grup és superior a la de la poblacié estudiada en el seu conjunt: només
el 28.1% té menys de 35 anys i, en canvi, un 43.7% té 38 anys o més. Només

aguesta dada per si sola ja ha d’explicar un augment de les trisomies.

5.3.3.3.- reproducci6 assistida

Els casos en que la indicacié diagnostica era ser una gestacié aconseguida
amb el concurs de técniques de reproducci6 assistida (14 casos, el que suposa
un 9% de la mostra) presenten, en aquest treball, un index d’anomalies
cromosomiques similars al general (64.3% vs. 67.2%). Pero el que destaca és
gue la frequiéncia relativa de trisomies augmenta considerablement (88.9% vs.

70.5%).

Altres publicacions han fet també un esment particular als resultats obtinguts en
aquest grup de pacients, les provinents d’un programa de reproduccié

assistida.

Grimoldi, sense especificar quants casos provenen de reproduccio assistida,
troba un index d’anomalies superior en aquest grup (80% vs. 60.5% de la
mostra global), perd no concreta quin tipus d’anomalies cromosomiques hi

troba ni amb quina frequéncia (Grimoldi et al. 2001).
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En la mostra analitzada per Be hi ha un 3.6% de pacients d’aquest grup (22
mostres) i el seu resultat és semblant al del present treball. L’index total
d’anomalies cromosomiques no varia gaire (63.6% d’anomalies en el grup de
pacients de reproducci6 assistida vs. 63.7% de cromosomopaties en tota la
mostra analitzada), pero la freqiiéncia relativa de trisomies es més elevada que

la general (78.6% vs. 61.6%).

En aquest grup de gestacions, I'edat materna presenta uns valors molt similars
als de la poblacié global en estudi: la meitat tenen menys de 35 anys i un quart

tenen 38 anys 0 més.

Aquests resultats incideixen en la polémica de si les técniques de reproduccio
assistida augmenten o no les anomalies cromosomiques en els embrions
manipulats. Les dades semblen indicar que les cromosomopaties ni augmenten
ni disminueixen en general, perd que cal estar vigilants sobre un possible

augment de trisomies.

Aquest augment de trisomies seria compensat per una disminucié d’altres tipus
d’anomalies, per exemple les poliploidies (que es poden detectar abans de

transferir I'embrid, mitjancant la visualitzacié de més de dos pronuclis).

Les trisomies trobades entre aquest grup sén: un cas de trisomia 2, de trisomia
5 i de trisomia 9, dos casos de trisomia 21 i de trisomia 22, i una doble trisomia

pels cromosomes 18 i 21.
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5.3.3.4.- gestacions anembrionades

De 14 gestacions anembrionades en el present estudi, en 7 hi ha una anomalia
cromosomica. Aquest 50% és un valor més baix que I'index general (67.2%).
En el 71.4% d’aquests casos I'anomalia cromosomica és una trisomia. Les

trisomies trobades son pels cromosomes 2, 10, 14, 20i 21 (un cas de cada).

Aquestes dades no s’adiuen gens a les descrites préviament, on es troba un
index similar d’'anomalies cromosomiques pero una freqiencia relativa de
trisomies més elevada (sobretot a expenses de les trisomies 16 i 22) i de

monosomies X disminuida (Minelli et al. 1993; Cusi i Carrera 1997).

Aquesta discordancia amb les dades del present treball s’accentua si tenim en
compte I'edat materna en els casos de gestacions anembrionades. Un 38.5%
tenen 38 anys o més, el que significa un valor incrementat respecte a la

poblacié global, encara que la meitat segueixen tenint menys de 35 anys.

5.3.3.5.- alerta ecografica

L’alerta ecografica pot ser deguda a la visualitzacié d’'una anomalia morfologica
o funcional de I'embri6é o bé a un marcador de cromosomopatia. En el primer
trimestre de la gestacio és dificil la visualitzacioé de I'embrid, pero les noves
técniques d’ecografia transvaginal, amb la incorporacié de noves tecnologies
com el doppler color i I'ecografia en tres dimensions, esta canviant el diagnostic

en aquesta area.
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Les noves tecnologies i I'experiéncia creixent dels especialistes esta permetent
desenvolupar els coneixements en embriologia, especialment en les primeres
setmanes de gestacio. Aixo permet saber que és normal o fisiologic i qué és

patologic en un embrié d’aquesta edat gestacional.

Aixi s’ha pogut veure que els marcadors ecografics no tenen el mateix significat
en els diferents estadis de la gestacio, sobretot entre el primer i el segon

trimestre.

Dels 11 casos agrupats la indicaci6 diagnostica d’alerta ecografica, nomeés tres
tenen un cariotip normal. En un d’ells era el resultat esperat, doncs un defecte

de la paret abdominal no es relaciona amb cromosomopatia.

Els marcadors ecografics detectats han estat, ordenats per freqiéncia: en
primer lloc, i en igualtat numérica, la preséncia o sospita d’higroma quistic i una
translucéncia nucal de tamany augmentat (4 casos de cada); en segon lloc,
amb tres casos, un edema generalitzat; segueix un hidrops, amb dos casos; i
per acabar, amb un cas cada un, hidrotorax, onfalocele, mola i sospita de
limfangioma quistic. Quatre casos presentaven una combinacio de dos o tres

marcadors.
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La frequéncia relativa de monosomia X esta molt augmentada en aquest grup:
50% vs. 11.4% general. Aix0o és degut a que quasi tots els embrions tenien 9 o
més setmanes de gestacio. L’Unic cas de menys de 9 setmanes era un embrio
amb trisomia 11, de 7 setmanes de gestacio. Les tres trisomies descrites eren

pels cromosomes 11, 131 22.

L’edat materna es manté molt similar a la general pel grup poblacional: un

45.4% tenen menys de 35 anys i un 27.3% tenen 38 anys 0 més.

5.3.3.6.- pares portadors d’anomalies cromosomiques

Tots els casos en qué un dels pares era portador d’'una anomalia cromosomica

presentaven un embrié amb també una anomalia cromosomica.

En sis casos es tractava d’una anomalia estructural que el progenitor
presentava de forma equilibrada: tres translocacions reciproques i tres

translocacions robertsonianes, totes elles der(13;14)(q10;q10).

El seté cas es tracta d’'un pare amb cariotip 46,XY/48,XYYY/48,XXXY i amb un
embrié amb trisomia 16. Donat que la majoria de les trisomies pel cromosoma
16 s6n d’origen matern, és possible que I'anomalia cromosomica paterna no
tingui rellevancia en 'anomalia cromosomica embrionaria, perd tampoc es pot
descartar que I'excés de cromosomes sexuals paterns no hagi interferit en la

meiosi, produint un espermatozoide disomic.
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5.3.3.7.- anomalia cromosoOmica en gestacié anterior

Dels 5 casos amb aquesta indicacié diagnostica, dos presentaven una
anomalia cromosomica. En un cas es repetia una trisomia, si bé afectant un

altre cromosoma, i en I'altre apareix una triploidia després d’'una trisomia.

Les dades d’aquest estudi sén massa poques per a treure’n cap conclusié. S’ha
descrit que el 66% dels avortaments espontanis ocorreguts després d’un
avortament amb cariotip anormal tindran també un cariotip patologic, encara
gue generalment amb una anomalia cromosomica diferent (Carrera et al. 1996),
i també que un avortament espontani amb una trisomia letal in utero no
incrementa el risc per a un altre avortament espontani amb una

cromosomopatia (Warburton et al. 1987).

5.3.4.- discrepancies

A vegades, tot i obtenir un resultat citogenetic, aquest resultat pot no
correspondre totalment o parcial al cariotip de 'embridé que es pretén analitzar.
Aix0 pot ser degut a la preséncia de cél.lules d’origen matern (contaminacio
materna) o a una reparticio diferenciada de les diferents linies cel.lulars entre

els diferents teixits originats, en els casos de mosaics.

En cas de trobar-nos amb mosaics, pot ser que la segona linia cel.lular s’hagi
originat en les primeres divisions cel.lulars post-zigotiques, cas en el que

esperem més o menys presencia d’'ambdues linies cel.lulars en tots els teixits
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provinents de la proliferacio i diferenciacio d’aquest zigot, o que s’hagi originat
en una divisio cel.lular en un teixit ja diferenciat, cas en que només es trobaran

les dues linies cel.lulars en el teixit en questio.

Per ultim, quan hi ha un cultiu cel.lular, sempre hi ha la possibilitat de que el
mosaic sigui resultat d’'una divisio anomala durant el citat cultiu. En aquest cas,
anomenat pseudomosaic, aquesta segona linia cel.lular no era present en els
teixits embrionaris abans de la presa de la mostra i és una font segura d’error,

si no hi ha mesures per a descartar-lo.

5.3.4.1.- contaminaci6é materna

L’dnica manera d’evitar la preséncia de material d'origen matern en la mostra a
cultivar és una curosa seleccio de les vellositats corioniques amb una lupa
binocular. Aqui hi té una gran influencia I'experiéncia del técnic, que ha de

saber reconéixer els diferents teixits que s’hi poden trobar.

També hi tindra influencia I'estat de la mostra. Unes vellositats corioniques en
bon estat, irrigades i actives mitoticament, seran molt meés facil de diferenciar
de, per exemple, decidua materna que no unes vellositats degenerades i sense

irrigacio.

Com ja s’ha dit anteriorment, les vellositats coridniques procedents
d’avortaments espontanis solen presentar un aspecte degenerat, el que facilita

errors en la tria de la mostra.
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La contaminacié materna en una analisi citogenética es detecta quan es troben
dues linies cel.lulars de diferent sexe. Aixo vol dir, per una banda, que
dificilment es detectara contaminacié materna en un embrio de sexe femeni i
cariotip igual al de la mare (que, en general, sera normal). Per altra banda
tampoc es podra detectar contaminacié materna si només es troba una linia
cel.lular femenina i no hi ha un altre teixit embrionari o es pot coneixer el sexe

embrionari per observacio directa de I'embrid.

Aquest darrer és el problema amb el que ens trobem en el cas d’avortaments
espontanis de primer trimestre on, degut a la técnica obstétrica del legrat, és

impossible observar I'embri6 i es fa dificil cultivar-ne algun teixit.

L’analisi citogenética de les vellositats corioniques pel métode semidirecte i el
cultiu llarg en paral.lel permeten analitzar dos teixits extraembrionaris diferents

a partir d’'una sola mostra.

L’aplicaci6 del métode semidirecte fa gairebé impossible la preséncia de
mitosis maternes, si bé s’ha descrit algun cas (Blakemore et al. 1985; Jensen et
al. 1986; Simoni et al. 1986). L’index de contaminacié materna observada en

gestacions evolutives és de 0.06% (Ledbetter et al. 1992).
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Per contra, en el cultiu llarg de vellositats corioniques és molt probable trobar-hi
cél.lules maternes. En gestacions evolutives s’ha observat index de
contaminacié materna que van des del 0.5% al 0.91% (Ledbetter et al. 1992;

Association of Clinical Cytogeneticists Working Party 1994).

Pocs estudis citogenétics de vellositats corioniques procedents d’avortaments
espontanis fan constar I'index de contaminacié materna detectada. Cheung
troba metafases 46,XX en el 27% dels cultius llargs de fetus en que es coneixia
gue el sexe era masculi (Cheung et al. 1987). Roberts detecta contaminacié
materna en un 16.7% dels fetus masculins (Roberts et al. 1988). Finalment,

Ogur troba un 3.4% (2 casos) de contaminacié materna (Ogur et al. 1990).

En el present estudi es troba contaminacié materna reconeguda en 3 casos, el
gue suposa un 4% dels cultius a llarg terme realitzats. Si incluim també els

casos possibles, aquest index seria del 9.3%.

Hi ha dos casos dubtosos, perqué també podria tractar-se de discrepancies
entre teixits diferents o mosaicismes confinats a placenta: 45,X pel metode

semidirecte i 46,XX 0 bé un mosaic 45,X/46,XX al cultiu llarg.

Finalment, hi ha 2 cultius llargs amb un resultat de 46,XX que no s’ha pogut
confirmar pel metode semidirecte, perque no se’'n feu o perqué no s’obtingué
cap resultat. Com que desconeixem el sexe embrionari, no podem catalogar-los

de contaminacié materna, encara que podrien ser-ho.
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Si mirem la ra6 sexual de tots els resultats obtinguts per cultiu llarg obtenim un
1.4 (31 sexe masculi contra 22 sexe femeni, sense comptar les monosomies
X). Aquesta dada va a favor de que en aquesta serie s’han minimitzat els

efectes de la contaminacié amb material matern.

En conclusid, I's en paral.lel del métode semidirecte i el cultiu llarg és el millor
metode per a poder detectar una contaminaciéo amb material matern. L'Unica
manera d’evitar-la és una curosa separacio de les vellositats corioniques amb
la lupa binocular. Sembla també que el cultiu llarg utilitzant Chang com a medi

de cultiu pot afavorir evitar la contaminacié materna (Roberts et al. 1988).

5.3.4.2.- discrepancies entre el métode semidirecte i el cultiu llarg

En el present treball s’han trobat dos casos de discrepancies entre els resultats
obtinguts pel métode semidirecte i el cultiu llarg que, sobre un total de 49

mostres amb diagnostic per ambdues tecniques, suposa un 4.1%.

En d’altres treballs realitzats amb avortaments espontanis, els valors trobats
son del 0%, del 3.4% o del 5.9% (Strom et al. 1992; Ogur et al. 1990; Grimoldi
et al. 2001). La validesa del percentage en tots aquests casos es bastant
discutible, ja que estem parlant sempre d’'un nombre molt baix de casos. En tot

cas, el valor del present treball és plenament comparable als descrits.

Els valors de discrepancies entre els resultats procedents del méetode

semidirecte i el cultiu llarg trobats en gestacions evolutives sdn molt menors.
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Ledbetter, en un ampli treball colaboratiu, cita un 0.97% d’anomalies
cromosomiques trobades en el metode semidirecte pero no en el cultiu llarg (un
total de 35 casos), i que en els 9 casos en que es comprova en un altre teixit
fetal resultaren falsos positius del métode semidirecte. També cita quatre casos
de resutat patologic en el cultiu llarg i nomal en el metode semidirecte; en dos
d’aquests I'amniocentesi confirma la patologia (per tant resultaren ser fasos
negatius del metode semidirecte) i en els altres dos I'amniocentesi fou normal

(fals positiu del cultiu llarg) (Ledbetter et al. 1992).

5.3.4.3.- mosaicisme confinat a placenta

El mosaicisme confinat a placenta és una forma de mosaicisme constitucional,
ja que les dues o més linies cel.lulars amb cariotip diferent es dénen en una
unitat feto-placentaria derivada d’un Unic zigot. Segons el moment en que es
doni aquest error post-zigotic, de la linia cel.lular implicada i de la viabilitat de la
cel.lular mutant, pot donar lloc a diferents tipus de mosaicisme: generalitzat o
confinat a la placenta o a 'embrié. El mosaicisme confinat a placenta es déna
en un 2% de les gestacions evolutives d’entre 10 i 12 setmanes de gestacio

(Kalousek 2000).

En el cas dels avortaments espontanis de primer trimestre, al no disposar d’'una
mostra de I'embrid, és dificil detectar un mosaicsme confinat a placenta, pero
es pot sospitar a partir de discrepancies en els resultats obtinguts pel métode

semidirecte i el cultiu llarg.
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Mentre que el mosaicisme confinat a placenta que implica tant el trofoblast com
el mesenquima (tipus Ill) és el menys frequent, tant el tipus | (confinat a
trofoblast) com el tipus Il (confinat a mesénquima) donara com a resultat una

discrepancia en el resultat entre el metode semidirecte i el cultiu.

En el present treball, tant els dos casos de discrepancia com els dos casos de
possible contaminacié materna amb 45,X pel metode semidirecte (Taula 5.15)
podrien ser també mosaicismes confinats a placenta. Evidentment, no podem
descartat qualsevol dels casos en qué només hi ha resultat per una de les dues
tecniques citogenétiques ni tampoc podem descartar que diversos dels casos

recollits aqui siguin mosaicismes confinats a placenta del tipus .

Taula 5.15.- Casos del present treball que podrien ser mosaicismes confinats a

placenta (tipus I i Il)

cariotip en m.semidirecte cariotip en cultiu llarg
46,XY,-9,+der(9)(?) / 46,XY 46,XY,inv(9)(p11g34)

46,XX 46,XX,der(15;15)(q10;q10)+10
45X 46,XX

45,X 45,X | 46,XX

Segons el criteri seguit per Griffin, els dos primers casos de la taula 5.15
haurien de ser considerats mosaicismes confinats a placenta, ja que el resultat
en mesenguima és totalment anormal, mentre que el resultat en citotrofoblast
és normal o anormal en mosaic. En la seva mostra, Griffin troba un 6.1% de

casos que compleixen aquest requisit (Griffin et al. 1997).
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El mosaicisme confinat a placenta s’ha associat a pérdues gestacionals, retard
del creixement intrauteri i part pre-terme, entre d’altres. La trisomia pel
cromosoma 16 és una de les freqientment observades en mosaicismes
confinats a placenta (Kalousek i Barrett 1994), a la vegada que és també una

de les més freqlients entre els avortaments espontanis.

La majoria dels casos de mosaicisme confinat a placenta amb un fetus
cromosomicament normal es déna a partir d'un zigot trisomic i pérdua post-
zigotica d’un dels tres cromosomes en les linies cel.lulars que donaran lloc al

fetus (fenomen també conegut com a rescat de la trisomia).

Aquesta pérdua d’'un dels tres cromosomes implica que en un ter¢ dels casos
en que es produeixi aquesta correcio, els fetus podran presentar una disomia
uniparental per aquell parell de cromosomes, amb un efecte variable segons el

cromosoma afectat i I'origen parental dels dos cromosomes que resten.

5.3.5.-ra6 sexual

La rao sexual s’obté de dividir el nombre de casos de sexe masculi entre el
nombre de casos de sexe femeni. S’entén per sexe masculi quan almenys un
dels cromosomes sexuals és un Y i sexe femeni en abséncia d’'un cromosoma
Y, és adir quan tots els cromosomes sexuals son X. Els 10 casos amb 45,X no
s’han tingut en compte, doncs es desconeix I'origen i quin és el cromosoma de

menys.
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Amb el total dels 131 embrions analitzats citogeneticament s’obté una rad
sexual de 0.83, és a dir un excés d’embrions femenins (66 contra 55 embrions
masculins). Aquest desequilibri a favor dels embrions de sexe femeni és encara
més gran si es tenen en compte els embrions amb un resultat citogenetic
anormal: 0.62, i s'inverteix amb els embrions amb un resultat citogenetic

normal: 1.39, és a dir major preséncia d’embrions del sexe masculi.

Tant Silvestre com Griffin, analitzant vellositats coridniques procedents
d’avortaments espontanis, tant per metode semidirecte com pel cultiu llarg, han

obtingut raons sexuals 1 (Griffin et al. 1997; Silvestre 1998).

Altres treballs realitzats també en vellositats corioniques per métode
semidirecte, on es pot descartar un efecte de la contaminacié materna, troben
una prevalenca d’avortaments espontanis cromosomicament normals i de sexe

femeni (46,XX): 0.65i 0.76 (Guerneri et al. 1987; Eiben et al. 1990) .
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6.- CONCLUSIONS
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1. El present treball ha resultat ser el més representatiu dels avortaments
espontanis de gestacions cliniques del primer trimestre de la gestacio, ja
gue un 91.6% dels casos son de 9 setmanes 0 menys, i un 69.5% d’entre 6 i
8 setmanes. A més, és I'tnic on I'edat gestacional ha estat ben establerta

en tots els casos.

2. Latecnica citogenetica ha permes obtenir uns bons resultats: en el 91.5%
de les mostres acceptades s’ha obtingut un resultat citogenétic. Aquesta
xifra és inferior a les séries realitzades amb gestacions evolutives perd molt

comparable a d’altres séries realitzades amb avortaments espontanis.

3. S’ha obtingut un 87.7% d’exit en el metode semidirecte i un 73.1% en el
cultiu llarg, el que suposa un valor similar i lleugerament inferior als descrits,
respectivament. Es demostra la influencia de la quantitat de vellositats
corioniques disponibles per a I'analisi en la consecuci6 d’un resultat
complet. EI minim es fixa en 15 mg: 10 mg per al métode semidirecte i 5

mg. per al cultiu llarg.

4. La contaminacio fungica o bacteriana és un problema que incideix
decisivament en I'exit aconseguit, pero que influencia molt més el cultiu llarg
gue el métode semidirecte. L'4s d’antibiotics i antifingics tant al medi de
transport com al medi de cultiu permet reduir aquest efecte perjudicial,

sobretot en el métode semidirecte.
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5. Realitzar en paral.lel el métode semidirecte i el cultiu llarg, si la quantitat de
vellositats corioniques ho permet, aporta no només incrementar I'éxit de la
tecnica citogenetica, siné també poder realitzar, en una sola mostra, I'analisi
de dos teixits extra-embrionaris. Aixo permet detectar alguns casos de
discrepancies, detectar més acuradament els mosaics i reduir

significativament la contaminacié amb cél.lules maternes.

6. L'index d’anomalies cromosomiques €s del 67.2% en el present treball, molt

en la linia d’altres estudis publicats de semblants caracteristiques.

7. Les trisomies sén, com s’esperava, la principal de les anomalies
cromosomiques descrites, amb un 70.5% del total d’'anomalies
cromosomiques. La més frequent és la trisomia pel cromosoma 16, amb un
20.7%, seguida per la trisomia 22 (17.2%) i la trisomia 15 (15.5%). La quarta
anomalia més frequent ha estat la trisomia 13, amb un 8.5%. Només s’ha
trobat quatre casos de trisomia 21, un més que les trisomies pels

cromosomes 8 i 20.

8. Els grups amb un index més alts de trisomies han sigut els d’infertilitat
secundaria (que s’acompanya d’'una edat materna meés elevada que la
poblaci6é analitzada en el seu conjunt) i el de reproduccié assistida (amb una

edat materna similar a la general).

9. Les trisomies son directament proporcionals a I'edat materna, tal com esta

profusament demostrat.
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10.Les monosomies X han suposat un 11.4% del total d’'anomalies
cromosomiques, amb una relacié també esperada inversament proporcional
a I'edat materna. Només s’ha trobat un cas de monosomia autosomica, pel

cromosoma 21.

11.L’'index de poliploidies ha estat del 9.1%, amb un 6.8% de triploidies i un
2.3% de tetraploidies. Aquests valors estan per sota dels trobats en d’altres
estudis de caire semblant. La majoria dels avortaments triploides pertanyen
al grup de parelles amb infertilitat primaria, formades per individus amb

anomalies meiotiques frequents.

12.Les anomalies estructurals han suposat un 9.1%, més alt que la resta
d’estudis, pero en la majoria dels casos son herencies desequilibrades
d’anomalies familiars. El grup amb major proporcié d’anomalies estructurals

és el d'infertilitat primaria.

13.El grup de gestacions anembrionades en el present treball ha resultat tenir
una taxa d’anomalies cromosomiques inferior a la taxa total, a pesar de que
I'edat materna en aquest grup era superior a la global. Aquest treball
conclueix que no hi ha relacié entre gestacié anembrionada i anomalia

cromosomica.
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14.L’alerta ecografica ha resultat una eina molt precisa per a indicar embrions
amb un alt risc de cromosomopatia, inclis en avortaments espontanis de
primer trimestre, ja que en 8/11 s’ha trobat una anomalia cromosomica. La
gran limitaci6 és I'edat gestacional en qué s’obtenen els millors resultats, el

gue fa que la seva validesa es redueixi al final del primer trimestre.

15.En la aquesta série, el fet de un dels dos progenitors fos portador d’'una
anomalia cromosomica ha estat també un indicador de molt alt risc, ja que

en tots els casos I'embrié tenia també una anomalia cromosomica.

16.La relacié entre embrions masculins i femenins (coneguda com a ra6
sexual) demostra un excés d’embrions femenins en el total d’avortaments
amb un resultat citogenétic (0.83), un excés encara més exagerat
d’embrions femenins entre els casos amb una anomalia cromosomica
(0.62), i logicament un excés d’embrions masculins entre els

cromosomicament normals (1.39).

17.L’estudi citogenetic embrionari en el cas d’'un avortament espontani ha de
ser mitjancant I'obtencio de vellositats corioniques per biopsia de corion.
L’éxit aconseguit és molt superior al d’altres procediments, com ara el
legrat, i a d'altres tipus de teixits embrionaris. Aixo obliga a disposar d’'un

personal técnic experimentat en les condicions adequades.
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18.El present treball demostra la importancia d’analitzar citogeneticaments tots
els avortaments espontanis de primer trimestre, independentment de que
sigui el primer o el tercer. Si la majoria d’aquests avortaments seran
portadors d’'una anomalia cromosomica, no es pot obviar una prova analitica
tan segura com és un cariotip embrionari, mentre que s’esta sotmetent a les
parelles avortadores a tot un seguit d’altres proves amb un diagnostic clinic

molt més imprecis.
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