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Resumen
El cultivo celular permite el analisis directo de las células vivas mediante un
microscopio. El estudio de las células contenidas en el liquido amnidtico, mediante
técnicas de cultivo, detecta anomalias en el numero y morfologia de los cromosomas,
gue pueden relacionarse con enfermedades genéticas. Se realizd un estudio descriptivo
transversal, con el objetivo de caracterizar las variedades de cultivo de liquido
amnidtico para el diagnostico prenatal de poliploidias, en el periodo comprendido de
noviembre de 2016 a abril de 2018. La poblaciéon de estudio estuvo constituida por 1
571 muestras utiles de liquido amnidtico obtenidas por amniocentesis, en gestantes en
el segundo trimestre, evaluadas en consulta multidisciplinaria con criterios clinicos de
estudios cromosdmicos segun lo establecido en el Diagndstico Prenatal Citogenético,
previo consentimiento informado. Se utilizaron 20 ml de liquido amnidtico para la
siembra de células fetales, y se aplicaron tres variantes de cultivo abierto (directo,
centrifugado y expandido). Se determind el complemento cromosémico en cada
variedad. Predominé el complemento cromosdmico normal. Las tetraploidias
prevalecieron en el cultivo expandido. El indice mitdtico fue similar en las tres

variedades de cultivo y el cultivo directo tuvo el mas bajo indice de poliploidias.
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INTRODUCCION

Las células vivas pueden mantenerse y estudiarse fuera del cuerpo, lo que tiene gran utilidad
para el estudio del efecto aislado de las moléculas sobre un tipo de célula o tejido. El cultivo
celular permite el analisis directo del comportamiento de las células vivas mediante un
microscopio, asi como también de diversos procesos que no se pueden llevar a cabo en un
animal vivo y que si se pueden efectuar in vitro. El cultivo de tejidos ha sido considerado
durante mucho tiempo como una mezcla de ciencia y arte. Fue considerada inicialmente como

una técnica particularmente dificil de aprender.'?

Esta técnica se desarrolld a partir de los Ultimos afos del siglo XIX como una continuacion de
las técnicas de la embriologia. Wilhem Roux mantuvo en el afio 1885 células de embrion de

pollo en solucidn salina durante unos dias.*

Harrison fue el primer autor que empled técnicas in vitro para el estudio de fendmenos in vivo,
realizando cultivos de médula espinal embrionaria de anfibios. Pudo observar el crecimiento de
los axones de los neuroblastos. El cultivo se realizaba en una gota de linfa del anfibio. Burrows
y Carrel realizaron los primeros intentos de establecer cultivos de células de mamiferos, y
consiguieron mantener explantes obtenidos a partir de perros, gatos y conejos de indias, asi
como en el crecimiento de tumores soélidos. Roux y Jones (1916) emplearon por vez primera
extractos enriquecidos en tripsina para disociar las células de embriones de pollo,
estableciendo el primer cultivo celular. En 1913 Carrel demostro la posibilidad de mantener en
cultivo células extraidas de un animal, embridon de pollo, durante un periodo de tiempo

superior al de la vida de éste. 2

Actualmente, al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células 'in vitro’,
conservando al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas se le denomina

cultivo celular.!?

Hay areas de investigacion fuertemente dependientes de las técnicas de cultivo celular como
son: virologia, investigacién del cancer, inmunologia, ingenieria de proteinas, estudios de
interaccion y sefializacidon celular, en la diferenciacién y en el desarrollo, y ademas en
aplicaciones diagnodsticas, como es el caso de los estudios cromosdmicos que se realiza para

determinar si las células somaticas de un individuo o feto tienen el numero normal de



cromosomas, asi como para detectar anomalias de la estructura cromosdmica que pueden
tener consecuencias clinicas o reproductivas y relacionarse con

enfermedades genéticas. %%
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Desde la década del 70, a partir del desarrollo alcanzado en las técnicas citogenéticas,
surgieron numerosos centros de diagndstico prenatal, principalmente en paises desarrollados.
En 1984 en Ciudad de La Habana se inicié el diagndstico prenatal del Sindrome de Dawn SD y
otras enfermedades cromosdémicas. El diagndstico cromosdmico fetal mediante cultivo de las
células fetales descamadas del liquido amnidtico, es el método mas utilizado en el Diagndstico
Prenatal Citogenético (DPC) y es un componente indispensable de los programas preventivos
en genética que impulsa la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ademas constituye la

principal modalidad en Cuba para realizar los estudios cromosémicos prenatales.®

El DPC de cromosomopatias incluye dos pasos fundamentales: la identificacion de las
gestantes con riesgo y la aplicacion de la prueba diagnédstica a través de procedimientos
invasivos, para la obtencion de las células fetales. Su objetivo es establecer de forma precoz la
existencia de una anomalia cromosdmica fetal. Las anomalias cromosdmicas constituyen la
causa principal de enfermedad genética, que genera una gran proporcién de pérdidas

reproductivas, malformaciones congénitas y retraso mental.>”’

Las poliploidias como aberracién cromosdémica fueron estudiadas como una condicidn
concerniente Unicamente al reino vegetal y en los humanos eran consideradas como condicion

letal, sin embargo, células sométicas como los hepatocitos son normalmente poliploides.®

El analisis de las poliploidias en cultivos de tejidos ha generado dificultades en el diagndstico
citogenético. En cultivo de sangre periférica esta bien establecida por ser este tejido
comunmente utilizado debido a las ventajas que el mismo propicia. Sin embargo, se reportan
frecuencias variables de células poliploides en cultivo de liquido amnidtico. Estas pueden ser

muy particulares para cada tipo de célula de este fluido.®”’

Debido a las condiciones artificiales del cultivo donde deben desarrollarse las células del liquido

amniodtico, en ocasiones se producen errores en los mecanismos de control de la mitosis, que




conllevan a fendmenos de cambios en el complemento cromosdmico, y no reflejan el cariotipo

real del feto.®

Por otra parte, en ocasiones las lineas celulares aneuploide que estan presentes en los
tejidos
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fetales, no presentan la suficiente competitividad para el crecimiento en estos medios de
cultivo, con respecto a las lineas cromosdmicas normales, que se desarrollan

preferencialmente.®

A pesar de considerarse, el cultivo de las células fetales, como el estandar de oro para el
analisis cromosdmico, muchas veces no se detectan duplicaciones o delecciones. Unido a esto,
el cultivo celular tiene la gran desventaja de que es laborioso, y las células demoran entre una
y tres semanas en crecer lo suficiente, ademas, para realizar un cariotipo fetal es necesario

obtener metafases en suficiente cantidad y calidad, lo cual no siempre se logra con éxito.®°

No obstante, la bibliografia consultada coincide en que la etapa prenatal es el momento ideal
para el diagndstico de las cromosomopatias utilizando el cultivo celular, sin embargo, no se

especifica la frecuencia de aparicién de alteraciones numéricas en cada variedad del mismo.

En la actualidad es aceptado que los cultivos celulares inducen errores en la mitosis, por lo que
esta investigacién pretende caracterizar las variedades de cultivo de liquido amnidtico para el

diagnostico prenatal citogenético de poliploidias.

OBJETIVOS

General:

Caracterizar las variedades de cultivo de liquido amnidtico para el diagndstico prenatal
citogenético de poliploidias en el Centro Provincial de Genética Médica de Camaguiey, en el

periodo comprendido de noviembre de 2016 a abril de 2018.
Especificos:

1. Identificar el complemento cromosdmico en el estudio citogenético prenatal.
2. Determinar caracteristicas del complemento cromosdmico en cada variedad de cultivo.

3. Identificar en cada variedad de cultivo el indice de mitosis y de poliploidias.



MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio descriptivo transversal, con el objetivo de caracterizar las

variedades de cultivo de liquido amnidtico para el diagndstico prenatal de poliploidias en

el Centro Provincial de Genética Médica de Camagliey, en el periodo comprendido de
noviembre de 2016 a abril de 2018.
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La poblacion objeto de estudio estuvo constituida por 1571 muestras utiles de liquido
amnidtico obtenidas por amniocentesis, de las gestantes evaluadas en la consulta
multidisciplinaria del Servicio Provincial de Genética Médica con criterios clinicos de
estudios cromosdmicos, segun los criterios establecidos para el Diagndstico Prenatal
Citogenético (DPC) y consintieron en la realizacion de la misma.

Se utilizaron 20 ml de liguido amnidtico en la siembra de células, segun técnicas de
cultivos establecidas por el Centro de Genética Nacional con el medio de cultivo
Amniomax. En todos los casos se realizaron las tinciones cromosdémicas de rutina con
bandas GTG, analizandose 10 a 15 metafases de los diferentes frascos de cultivos para

identificar el complemento cromosémico.*°
Se calcularon los siguientes indices:

Indice mitético (IM): mide la actividad proliferativa celular directamente en la seccién
histologica elegida. Se refiere especificamente al nimero de células expresado como una
fraccion del total. ComuUnmente se mide como numero de mitosis por el numero de
campos que el investigador decida (10 campos). Se contabilizé el nUmero de metafases
encontradas en 2000 células sucesivas por 10 campos. Se evalué con la siguiente

férmula: ot

IM= Mumero de metafases

: *100 en las muestras de liquido amnidtico
2 000 células

indice de poliploidias (IP):

Mide la aparicion de poliploidias directamente en la seccidn histolégica elegida. Se refiere
al nimero de células poliploides (#2n) expresado como una fraccion del total de células

con complejo cromosdmico normal (=2n). Se evalud con la siguiente formula:*?




IP= Nimero de células polipleides (=2n)

" Total de célulaz con complejo cromosémico normal (=20 ~100
Los datos fueron procesados con el paquete estadistico Statistical Package for Social
Sciences(SPSS) versién 21.0 para Windows, se utilizaron medidas de resumen para

variables cualitativas y cuantitativas, los resultados se presentaron en tablas y graficos

estadisticos.
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Resultados y discusion

La tabla 1 muestra que periodo analizado se estudiaron 1571 pacientes con riesgo prenatal
de cromosomopatias, de las cuales con cariotipo normal 1478 (95 %), mientras que solo
93 (5,9 %) pacientes tuvieron alguna alteracién citogenética del niumero de cromosomas.

Las cifras encontradas en el presente estudio coinciden con estudios realizados por V.
Beatriz en Espafia, en el afio 2011, que reporta en una serie de 800 analisis citogenéticos
en liquido amnidtico por afo, el 93 % de los casos el resultado con cariotipo normal y el

resto (6 %) se encontraron alteraciones numéricas.'®

En décadas pasadas se realizaron estudios que arrojaron resultados concluyentes en
laboratorios de citogenética de Europa, Canada, y Estados Unidos donde las alteraciones
numéricas fluctia en un rango entre 0,10 % al 0,30 % dentro de las alteraciones

cromosémicas.®

Ribate Molina en la Facultad de Medicina, Universidad de Zaragoza y otros estudios en
Costa Rica también coinciden en que las cromosomopatias numéricas tienen prevalencia
sobre las estructurales, a pesar de su baja aparicion en las poblaciones de estudio.® 3!

En La Habana en un periodo de 30 afios, el citogenetista Méndez Rosado y su equipo, en el
Instituto Nacional de Genética, realizé 22 835 diagndsticos prenatales en este periodo de
tiempo, y obtuvo un indice de positividad general del 2,68 % con un bajo reporte de los

defectos numéricos.®

En el Laboratorio de Citogenética del Centro Provincial de Genética Médica de Camagley se

han realizado multiples estudios sobre alteraciones numéricas del complemento



cromosoémico. En la investigacion de Pimentel Benitez en un periodo de 20 afios, sobre los
resultados del diagndsticoprenatal citogenético, a partir de liquido amnidtico obtuvo, que el
25,62 % eran aberraciones numéricas. El autor expone ademas el poco conocimiento que
existe sobre este tema.’

Estos resultados se corresponden con los del presente estudio si se tiene en cuenta el

periodo de tiempo analizado que es de varias décadas.
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En la tabla 2 las células con cariotipo normal aparecieron con una frecuencia relativa del
97,70 %, mientras que solo se observaron 433 células poliploides en el cultivo directo que
representan menos del 3 % de la muestra, de ellas las tetraploides se observaron en todos
los frascos, para un 2,28 %, mientras que células triploides solo hubo 2 (0,01 %) en los
frascos de cultivo 1y 2.

Resultados similares son abordados en Argentina, por Aissa Delia en el Manual de
Citogenética Tedrico Practico del 2015, el cual esboza que la aparicién de células

tetraploides suele ser comuln en las preparaciones a partir de liquido amnidtico. *°

Estos datos coinciden con el estudio realizado por las doctoras Castro I. y Jiménez J. en
Costa Rica en el cual 3,97 % de las metafases de los cultivos de liquido amniotico son

tetraploides, y se pueden encontrar en mas de un frasco de cultivo.’

Investigaciones en Pinar del Rio, Cuba obtuvieron similares resultados, las alteraciones en
el nimero de cromosomas no pasaron del 4 % siendo las triploidias las mas infrecuentes
en la serie estudiada.®

El estudio realizado por Garcia y Pimentel en Camagley, sobre el fenotipo Mixoploide,
refiere la baja frecuencia de poliploidias en los estudios prenatales y las triploidias son muy

infrecuentes y son incompatibles con la vida del nifio si el embrazo llega a su término.*!

A pesar de la coincidencia en los resultados en cuanto a la frecuencia de aparicion de las
poloploi dias no se encontré en la bibliografia examinada ningun estudio que aborde este

tema segun las técnicas de cultivo aplicadas.




En la tabla 3 se aprecia que el 95,84 % de las células tenian un cariotipo normal mientras
gue las poliploidias estuvieron confinadas a menos del 5 %, las triploidias con solo el 0,10

% vy las

tetraploidias con 4,04 %. Estas alteraciones numéricas del complemento cromosémico

aparecieron en todos los frascos de cultivo.

Estudios realizados por Castro Volio en Costa Rica, obtienen similares resultados, pero no
los relacionan con las variantes de cultivo aplicadas. En esta investigaciéon de 625 cariotipos
fetales obtenidos, fueron normales 570 y solo 55 tuvieron alteraciones

numéricas.'®
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Daniel A, Wu Z reportan datos coincidentes con los resultados de esta investigacion.
Exponen que las células tetraploides o triploides son muy infrecuentes, a pesar de

realizarse estudios prenatales citogenéticos en muestras amplias y de varios afios.*®

Coinciden con esta investigacién, la realizada en la Universidad de Zaragoza, Espana,
donde se diagnosticd una triploidia en una serie de 12563 pacientes en un estudio prenatal.
Al igual que lo reportado por International Clearinghouse for Birth Defects Surveillance and
Research en el afio 2011. 2%

Las investigaciones de Gomez-Puente, en la Facultad de medicina y Hospital Universitario,
UNAL y en el reporte realizado por International Clearinghouse for Birth Defects
Surveillance and Research del 2015 coinciden en la aparicién de células poliploides en
cultivos celulares teniendo mayor frecuencia las triploidias.**??

En Cuba, Méndez Rosado reveld, que solo un 3,97 % de las metafases de los cultivos de

liquido amnidtico son tetraploides y se pueden encontrar en mas de un frasco de cultivo.®

En Camagley, los estudios citogenéticos tienen resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion. En ellos se ha demostrado la baja frecuencia de estas alteraciones, por
ejemplo, en 2014 Pimentel solo detectd un caso de alteracion numeérica del complemento
cromosdémico coincidiendo con el primer caso en Cuba de Mixoploide diploide/triploide,

diagnosticado en el periodo prenatal.*


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daniel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11746161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11746161

Todos los estudios consultados coinciden en la frecuencia de aparicion de células
poliploides, sin embargo, en ninguno se establece relacién con los tipos de cultivos
utilizados pero coinciden en que pueden producir alteraciones en cualquier momento de la

mitosis o por las condiciones de cultivo.

En el estudio del cultivo centrifugado, que se muestra en la tabla 4, las células tetraploides
fueron las mas frecuentes de las poliploidias, con el 2,96 % y aparecen en todos los frascos
de cultivos, solo se observaron células triploides en el frasco 1 que representaron el 0,03 %
del mismo. Los complementos cromosémicos con cariotipo normal fueron los mas

frecuentes aportando mas el 97,27 % de la muestra.
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Esa baja frecuencia de poliploidias no es reportada en México, por la Facultad de Medicina y
Hospital Universitario, en un estudio de 7 anos realizado por. Gomez-Puente vy
colaboradores. En él se muestra que dentro de las alteraciones cromosdmicas estructurales
la mas frecuente fue la presencia de alteraciones numéricas las que correspondieron al 77

% de 249 muestras.??

En Cuba, el grupo de investigaciones del Centro de Genética Nacional declara que en una
serie de estudio en 10 676 diagndsticos prenatales citogenéticos analizados existieron

bajos porcientos con alteraciones numéricas solo el 0,04 %.%

Si bien se han incrementado las investigaciones sobre este tema tanto en el ambito
internacional como en Cuba, en la bibliografia revisada no se encontraron estudios sobre

diagnostico de alteraciones cromosdmicas relacionados con los tipos de cultivo.

La tabla 5 muestra los resultados del analisis citogenético en este estudio. En ella se refleja
gue en todos a los cultivos prevalecid el cariotipo normal siendo la variante expandida la de
menor frecuencia con el 32,4 % y con menos figuras mitoéticas (32,8 %). Se observa,
ademas, que el mayor indice mitético es de 9,6 en el cultivo centrifugado, y en la totalidad
de las muestras de 9,3. En cuanto al indice de poliploidias en el cultivo directo fue de 2,3,
mientras que en la variedad de cultivo expandido este indice alcanzé casi el doble (4,3). Al

analizar este indicador de forma general el indice de poliploidias no sobrepasd un 3,2.




En varias publicaciones internacionales como Chen CP, en Taiwan y la Guia practica de la
Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, hacen referencia, al fenédmeno de la
endorreduplicacién que puede surgir debido al cultivo en un medio artificial siempre por
debajo del 3 % de las células en metafase, pero no al indice de poliploidias que pueden
aparecer en los mismos. %%’

Otros estudios en América como el de Silva en Colombia, y Garibay en México abordan las
caracteristicas del cultivo celular en el diagndstico prenatal citogenético, pero no reflejan

los indices de aparicion de poliploidias en los cultivos.?®?°

Garibay en México y Saurat en Francia alegan la aparicion de alteraciones numeéricas en los

cultivos celulares, pero no los indices de poliploidias.3°31:3?
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Reyes y un grupo de investigadores, en Las Tunas, Cuba, realizaron un estudio citogenético
durante seis anos, en el cual las trisomias fueron las cromosomopatias numéricas mas
frecuentes.?’°

Disimiles investigaciones en Cuba advierten que algunos cambios en la estructura, y en
especial, el numero de los cromosomas detectados durante el analisis citogenético, no
estan asociados con defectos clinicos, por lo que representan una disyuntiva para el asesor
genético principalmente durante la realizacion de un estudio prenatal.?’:!

En la bibliografia analizada en esta investigacion, no se hace referencia a estos indices en
los cultivos de células del liquido amniético solo a la frecuencia de células poliploides o con
cariotipo normal. Esto apunta a la baja percepcion que existe de este tema de ahi se infiere

la insuficiente informacidon sobre el mismo.

CONCLUSIONES

e Predomind el complemento cromosémico normal sobre alteraciones citogenéticas del
numero de cromosomas.

e El cariotipo normal predominé sobre las alteraciones numéricas, de las cuales, la
tetraploidia fue la mas frecuente, y prevalecié en el cultivo expandido.

e El indice mitético fue similar en todas las variedades de cultivo, mientras que en el
cultivo directo se presentd el mas bajo indice de poliploidias.
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Anexos
Tabla 1. Identificacién del complemento cromosdmico en los estudios citogenéticos
prenatales.

Complemento Afios
2016 2017 2018 Total
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cromosomico No % No % No % No %

Cariotipo normal 276 93,5 603 96,2 599 96,1 1478 95

Alteraciones

- 19 64 48 73 26 38 93 59
numericas

Total 295 100 651 100 623 100 1571 100
Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos

Tabla 2. Caracteristicas del complejo cromosémico segun frascos de cultivo en la variedad
de cultivo directo.

Complemento Cultivo directo
cromosomico Frasco N° 1 Frasco N© 2 Frasco N© 3  Total

No % No % No % No %
Células Triploides 1 0,01 1 0,01 0 0 2 0,01

Células Tetraploides 166 2,62 138 2,29 127 1,94 431 2,28

Total 6329 100 6007 100 6526 100 18862 100
Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

Tabla 3. Caracteristicas del complejo cromosémico segun frascos de cultivo en la variedad
de cultivo expandido.

Cultivo expandido
Complemento

.. Frasco 1 Frasco 2 Frasco3 Total
cromosomico
No % No % No % No %
Cariotipo normal 5709 94,75 5978 96,60 6182 96,12 17869 95,84
Células Triploides 8 0,13 7 0,11 5 0,07 20 0,10

Células Tetraploides 308 5,11 203 3,28 244 3,79 755 4,04

Total 6025 100 6188 100 6431 100 18644 100
Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.
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Tabla 4. Caracteristicas del complejo cromosdmico segun frascos de cultivo en la variedad
de cultivo centrifugado.
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Complemento

Cultivo centrifugado

. Frasco 1 Frasco 2 Frasco3 Total
cromosomico
No. % No. % No. % No. %
Cariotipo normal 5835 96,12 6016 97,04 6903 97,7 18804 97,27
Células Triploides 2 0,03 0 0 0 0 2 0,01
Células
233 3,83 183 2,95 158 2,23 574 2,96
Tetraploides
Total 6070 100 6199 100 7061 100 19330 100
Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.
Tabla 5. Analisis citogenético segun variedad de cultivo aplicada.
Analisis citogenético
Técnica de Total de Células Metafases Cariotipo normal Indice Poliploi- Indice
Cultivos Mitético Poliploi-
NO % NO % NO % dias )
dias
Directo 299161 32,7 18862 33,1 18429 33,4 9,4 433 2,3
Centrifugado 304702 33,3 19330 34,0 18804 34,1 9,6 576 3,0
Expandido 310423 33,9 18644 32,8 17869 32,4 9,3 775 4,3
Total 914286 100 56836 100 55102 100 9,3 1784 3,2

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos



