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RESUMEN

Fundamento: El cultivo celular permite el andlisis directo de las células vivas mediante un microscopio. El
estudio de las células contenidas en el liquido amniético, mediante técnicas de cultivo, detecta anomalias en
numero y morfologia de los cromosomas, que pueden relacionarse con enfermedades genéticas.

Objetivo: Caracterizar las variedades de cultivo de liquido amniético para el diagndstico in vitro de poliploidias.
Metodologia: Se realizé un estudio descriptivo transversal, en el Centro Provincial de Genética Médica de
Camagliey, en el periodo de noviembre de 2016 a abril de 2018.La poblacién de estudio estuvo constituida por
1571 muestras Utiles de liquido amnidtico obtenidas por amniocentesis, en gestantes en el segundo trimestre,
evaluadas en consulta multidisciplinaria con criterios clinicos de estudios cromosémicos segun lo establecido
en el diagnostico prenatal citogenético, previo consentimiento informado. Se utilizaron 20 mL de liquido
amniodtico para la siembra de células fetales, y se aplicaron tres variantes de cultivo abierto (directo, centrifugado
y expandido). Se determin6 el complemento cromosémico en cada variedad.

Resultados: Predominé el complemento cromosémico normal. Las tetraploidias prevalecieron en el cultivo
expandido. El indice mitético fue similar en las tres variedades de cultivo y el cultivo directo tuvo el méas bajo
indice de poliploidias.

Conclusiones: El cariotipo normal fue predominante. Las tetrapolidias fueron las alteraciones mas frecuentes y
prevalecieron en el cultivo expandido. En el cultivo directo se present6 el mas bajo indice de errores inducidos in
vitro.

DeCS: LIQUIDO AMNIOTICO/citologia; CULTIVO DE SANGRE; POLIPLOIDIA; TETRAPLOIDIA.

Palabras clave: Cultivo celular; cultivo de sangre; liquido amni6tico y citologia; poliploidias; tetraploidia.

ABSTRACT

Background: Cell culture allows direct analysis of live cells under a microscope. The cell study contained in
amniotic fluid, by culture techniques, detects abnormalities in chromosome number and morphology, which can
be related to genetic diseases.

Objective: To describe amniotic fluid culture strains for the in vitro diagnosis of polyploidy.

Methodology: A cross-sectional descriptive study was conducted at the Camaguey Provincial Center of Medical
Genetics, from November 2016 to April 2018.The study population consisted of 1571 useful amniotic fluid
samples obtained by amniocentesis, in pregnant women in the second trimester, evaluated by multidisciplinary
discussion with clinical criteria for chromosomal studies as established in the cytogenetic prenatal diagnosis,
prior informed consent. 20 mL of amniotic fluid were used for fetal cell seeding, and three open culture strains
(direct, centrifuged and expanded) were applied. Chromosomal complement was determined in each variety.
Results: Normal chromosome complement was predominant. Tetraploidy prevailed in the expanded culture.
The mitotic index was similar in the three culture strains and the direct culture had the lowest polyploidy index.
Conclusions: Normal karyotype was predominant. Tetraploidy were the most frequent modifications and
prevailed in the expanded culture. Direct culture had the lowest rate of the in vitro induced errors.

MeSH: AMNIOTIC FLUID/cytology; BLOOD CULTURE; POLYPLOIDY; TETRAPLOIDY.

Keywords: Cell culture; blood culture; amniotic fluid and cytology; polyploidy; tetraploidy.
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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 se considera como una mezcla de ciencia y arte. Hay areas de investigacion
dependientes de las técnicas de cultivo celular como son: virologia, investigacion del cancer,
inmunologia, ingenieria de proteinas, estudios de interaccién y asi como para detectar anomalias de
la estructura cromosémica que pueden tener consecuencias clinicas o reproductivas y relacionarse
con enfermedades genéticas. ()

El diagnéstico cromosdmico fetal mediante cultivo de las células fetales descamadas del liquido
amniético es el método més utilizado en el diagnéstico 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. @ Su objetivo es establecer de forma precoz la existencia de una
anomalia cromosOmica fetal. Las anomalias cromosOmicas constituyen la causa principal de
enfermedad genética, que genera una gran proporcién de pérdidas reproductivas, malformaciones
congénitas y retraso mental. G4

El analisis de las poliploidias esta bien establecido en el cultivo de sangre periférica. Sin embargo,
se reportan frecuencias variables de células poliploides en cultivo de liquido amniético; 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 liqguido amniético, en ocasiones se producen errores
en los mecanismos de control de la mitosis, que ocasionan fenémenos de cambios en el
complemento cromosémico, y no reflejan el cariotipo real del feto. ®

La etapa prenatal es el momento ideal para el diagnostico de las cromosomopatias a través del
cultivo celular, sin embargo, no se especifica la frecuencia de apariciéon de alteraciones numéricas
en cada variedad del mismo.

En la actualidad se acepta que los cultivos celulares inducen errores en la mitosis, por lo que esta
investigacién pretende caracterizar las variedades de cultivo de liquido amniético para el diagnéstico

in vitro de poliploidias.
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METODOLOGIA

Se realizé un estudio descriptivo transversal. La poblacion objeto de estudio fueron 1571 muestras
Gtiles de liquido amniético que se obtuvieron por amniocentesis de las gestantes evaluadas en la
consulta multidisciplinaria del Servicio Provincial de Genética Médica con criterios clinicos de
estudios cromosémicos, segln los criterios establecidos para el diagnostico prenatal citogenético y
gue consintieron en la realizacion de la misma.

Se utilizaron 20 mL de liquido amnidtico en la siembra de células, segln técnicas de cultivos
establecidas por el Centro de Genética Nacional con el medio de cultivo amniomax. En todos los
casos se realizaron las tinciones cromosémicas de rutina y técnicas de bandeo cromosdmico, se
analizaron de 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 seccion histologica
elegida. Se refiere especificamente al numero de células que se expresa como una fraccion del total.
Se mide como namero de mitosis por el nimero de campos que el investigador decida (10 campos).
Las metafases se contabilizaron en 2000 células sucesivas por 10 campos; se evalud con la siguiente

féormula: @

IM=Numero de metafases * 100 en las muestras de liquido amnidtico
2000 células

indice de poliploidias (IP): Mide la aparicion de poliploidias directamente en la seccion histologica
elegida. Se refiere al numero de células poliploides (#2n) expresado como una fraccion del total de

células con complejo cromosémico normal (=2n). Se evalud con la siguiente formula: ©)

IP=NUmero__de células (#2n) *100

Total de células con complejo

cromosémico normal(=2n)

Los datos se procesaron con el paquete estadistico Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
version 21.0 para Windows, se utilizaron medidas de resumen para variables cualitativas y

cuantitativas, los resultados se presentaron en tablas y gréaficos estadisticos.
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RESULTADOS
La tabla 1 muestra que en el periodo analizado se estudiaron 1571 pacientes con riesgo prenatal de
cromosomopatias, de las cuales con cariotipo normal fueron 1478 (95 %), mientras que solo 93

pacientes (5.9 %), tuvieron alguna alteracién citogenética del nUmero de cromosomas.

Tabla 1. Identificaciéon del complemento cromosémico en los estudios citogenéticos prenatales.

Afios
Complemento 2016 2017 2018 Total
cromosomico n.? Yo n.® Yo n.® %o n.? Yo
Cariotipo normal 276 935 603 962 599 961 1478 95
Alteraciones numéricas 19 6.4 48 7.3 26 3.8 93 5.9
Total 295 100 651 100 623 100 1571 100

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

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, (2.28 %), mientras que células
triploides solo hubo 2 (0.01 %) en los frascos de cultivo 1 y 2. (Tabla 2)

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

directo.

Cultivo directo

Complemento

cromosomico Frascon®1 Frascon.®*2 Frascon.®3 Total
n® Yo n® Yo n® Yo n° Yo
Cariotipo normal 6162 9732 5868 9763 6399 9805 184239 9770
Células triploides 1 0.01 1 0.01 0 0 2 0.01
Células tetraploides 166 262 138 229 127 194 431 2.28
Total 6329 100 &007 100 6526 100 18862 100

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

El 95.84 % de las células tenia un cariotipo normal mientras que las células poliploides estuvieron
confinadas a menos del 5 %, las triploidias con solo el 0.10 % y las tetraploidias con 4.04 %. Estas
alteraciones numéricas del complemento cromosémico aparecieron en todos los frascos de cultivo.

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

expandido.

Cultivo expandido

Complemento

cromosomico Frasco n.?1 Frascon.®2 Frascon.® 3 Total
n.? b n.? b n.? % n.® %
Cariotipo normal 5709 9475 5978 9660 B182 9612 17869 9584
Células triploides 8 0.13 7 0.11 5 0.07 20 0.10
Células tetraploides 308 5.11 203 328 244 379 755 4.04
Total 6025 100 6188 100 6431 100 18644 100

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

En el estudio del cultivo centrifugado, que se muestra en la tabla 4, las células tetraploides fueron
las més frecuentes de las poliploidias (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 cromosomicos con cariotipo normal fueron los mas frecuentes y aporto el 97.27 % de

la muestra.

Tabla 4. Caracteristicas del complejo cromosémico segun frascos de cultivo en la variedad de cultivo

centrifugado.

Cultivo centrifugado

Complemento

cromosomico Frasco 1 Frasco 2 Frascol Total
n.° % n.? % n.”® % n.® %
Cariotipo normal 5835 9612 6016 9704 6903 977 18804 9727
Células triploides 2 0.03 0 0 0 0 2 0.01
Celulas tetraploides 233 3.83 183 2.95 158 223 574 2.96
Total 6070 100 6199 100 70861 100 19330 100

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

La tabla 5 muestra que en todos los cultivos prevalecié el cariotipo normal siendo la variante
expandida la de menor frecuencia (32.4 %) y con menos figuras mitéticas (32.8 %). El mayor indice
mitético fue 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 sobrepasé un 3.2.
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Tabla 5. Andlisis citogenético segln variedad de cultivo aplicada.

Analisis citogenético

Técnica de Total de Metafases Cariotipo _ _
cultivos células normal Indice - Indice
‘e Poliploidias . 0ot
.0 o . o, . o, Mitdtico poliploidias
Directo 299161 327 18862 331 18429 334 94 433 23
Centrifugado 304702 333 19330 340 138804 341 9.6 576 3.0
Expandido 310423 339 18644 328 17869 324 9.3 775 43
Total 914286 100 56836 100 55102 100 9.3 1764 32

Fuente: Registro Provincial de Estudios Citogenéticos.

DISCUSION

Las cifras encontradas en el presente estudio coinciden con un estudio realizado que reporta una
serie de 800 analisis citogenéticos en liquido amnidtico por afio, en el 93 % de los casos el resultado
con cariotipo normal y en el resto (6 %) se encontraron alteraciones numéricas. ¥ En décadas
pasadas se realizaron estudios que arrojaron resultados concluyentes en laboratorios de citogenética
de Zaragoza donde las alteraciones numéricas fluctan en un rango entre 0.10 % al 0.30 % dentro
de las alteraciones cromosémicas. ©

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

En estudio realizado en el Laboratorio de Citogenética del Centro Provincial de Genética Médica de
Camaguey por Pimentel Benitez en un periodo de 20 afios, sobre los resultados del diagnéstico
prenatal citogenético, a partir de liquido amniético obtuvo, que el 25.62 % eran aberraciones
numéricas. ©

Resultados similares se plantean en el Manual de Citogenética Te6rico Practico del 2015, la
aparicion de células tetraploides es comun en las preparaciones a partir de liquido amniético.

Los resultados de la presente investigacion coinciden con el estudio realizado en Costa Rica en el
cual 3.97 % de las metafases de los cultivos de liquido amniético son tetraploides y se pueden
encontrar en mas de un frasco de cultivo. ®

El estudio realizado en Camagiiey, del fenotipo mixoploide, refiere la baja frecuencia de poliploidias
en los estudios prenatales y las triploidias son 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 aparicidn de las poliploidias
no se encontrd en la bibliografia examinada algun estudio que tratara este tema segin las técnicas

de cultivo aplicadas.
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Otra investigacién, obtiene similares resultados, pero no los relacionan con las variantes de cultivo
aplicadas; de 625 cariotipos fetales obtenidos, fueron normales 570 y solo 55 tuvieron alteraciones
numéricas. ® Datos similares refiere el manual de Cérdoba de 2015 el cual expone que las células
tetraploides o triploides son infrecuentes, a pesar de realizarse estudios prenatales citogenéticos en
muestras amplias y de varios afios. ("

La baja aparicién de las trilploidias también se reporta por International Clearinghouse for Birth
Defects Surveillance and Research y la Universidad de Zaragoza. 69

El reporte realizado por International Clearinghouse for Birth Defects Surveillance and Research del
2015 y las investigaciones de GOmez-Puente, en la Facultad de medicina y Hospital Universitario,
UNAL, coinciden en la aparicién de células poliploides en cultivos celulares teniendo mayor
frecuencia las triploidias. (410

En Camagley, tienen resultados similares a los obtenidos en esta investigacién. Se ha demostrado
la baja frecuencia de estas alteraciones, en 2015 Pimentel solo detect6 un caso de alteracion
numérica del complemento cromosémico coincidiendo con el primer caso en Cuba de mixoploide
diploideftriploide, diagnosticado en el periodo prenatal. @1

Todos los estudios consultados coinciden en la frecuencia de aparicién 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.
Esa baja frecuencia de poliploidias no se reporta en México, por la Facultad de Medicina y Hospital
Universitario, en un estudio de 7 afios realizado por Gomez-Puente, et al.; en él se muestra que
dentro de las alteraciones cromosémicas estructurales la més frecuente fue la presencia de
alteraciones numéricas las que correspondieron al 77 % de 249 muestras. (19

En Cuba, el grupo de investigaciones del Centro de Genética Nacional declara que en una serie de
estudio en 10676 diagndsticos prenatales citogenéticos analizados existieron bajos porcientos con
alteraciones numéricas solo el 0.04 %. (12

Si bien se han incrementado las investigaciones sobre este tema tanto en el ambito internacional
como en Cuba, en la bibliografia revisada se encontraron suficientes estudios sobre diagnéstico de
alteraciones cromosémicas relacionados con los tipos de cultivo.

Chen CP, en Taiwan, hace referencia, al fendmeno de la endorreduplicacion 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. (13

En América como el de Silva en Colombia, y Garibay en México abordan las caracteristicas del
cultivo celular en el diagndstico prenatal citogenético, sin embargo, no reflejan los indices de
aparicién de poliploidias en los cultivos. 419

Lo mismo ocurre en investigaciones de Saurat en Francia, que alega la aparicién de alteraciones
numéricas en los cultivos celulares, pero no los indices de poliploidias. 6

En un estudio citogenético, realizado en la provincia Las Tunas en Cuba, las trisomias fueron las

cromosomopatias numéricas mas frecuentes. @7
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Investigaciones en Cuba refieren 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. 11.17)

En la bibliografia analizada, no se hace referencia a estos indices en los cultivos de células del liquido
amniético solo a la frecuencia de aparicion de células poliploides o con cariotipo normal.

Ademas, es criterio de los autores de esta investigacion, que el aumento de la frecuencia de células
poliploides en algunos de los tipos de cultivos utilizados se debe a los cambios de los medios de
cultivo, asimismo, en la medida que mas se mantengan en el tiempo los cultivos in vitro, mayores

son las posibilidades de poliploidias, ocurriendo también, endoploidias y otros errores de la mitosis.

CONCLUSIONES
El cariotipo normal fue predominante. Las tetrapolidias fueron las alteraciones mas frecuentes vy
prevalecieron en el cultivo expandido. En el cultivo directo se presento el mas bajo indice de errores
inducidos in vitro.
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