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ANTECEDENTES

Introduccion:

Actualmente el diagnostico prenatal de anomalias cromosdmicas y desordenes
monogénicos esta basada en procedimientos vasivos, se han desarrollado
diferentes procedimientos que consisten en la obtencidn de tejidos o céluias de la
placenta, feto o liquido ammético a través de insercidn de una aguia gutada por
ultrasonido en el {tero gestante, Las técnicas para el diagnostico mvasive son
relativamente seguras, este procedimiento conduce a un nesgo de perdida del
embarazo en una magnitud de alrededor del 1%, s el procedimiento es realizado
con equipoe técnico adecuado vy un operador expernmentado. Por otra parte se
estan desarrollado estrategias con procedimientos no nvasivos que no acasreen un
riesgo en s mismo para el embarazo. Inicialmente la edad materna se ha usado
para estimar el riesgo de anomalias cromosomicas basado en el hecho de gue el
riesgo Incrementa con la edad, por lo que es necesario el desarrolio de técnicas
para un diagnostico confiable no mvasivo, que eliminen cualquier riesgo para la
madre o el producto, especiaimente en mujeres embarazadas consideradas de alto
resgo para cromosomopatias,

La incidencia de aiteraciones cromosémicas severas en los recién nacidos es
aproximadamente de 0.65% o sea 1:156 recién nacidos vivos (RNV), siendo la
trisomia 21 (sindrome de Down)} la mas frecuente, con una inGdenca aproximada
de 1:650 RNV. En segundo lugar las aneuploidias de sexocromosomas con 1:1000
varanes nacidos vivos como es XXY y XYY y 1:1000 mujeres nacidas vivas como es
XXX. Los rearreglos estructurales tienen una frecuencia de 0.20% o 1:1500 RNV.
Cabe sefialar que Ja incidencia de alteraciones cromosomicas en relacidn a la
concepcion es mucho mas frecuente ya que se considera que mas del 20-40% de
todas las perdidas gestacionales espontaneas del primer tnmestre presentan
alteraciones cromosdmicas; en estas, el 52% son tnsomias autosdmicas, el 18%
es 45,%, el 22% son poliploidias y el 7% otras alteraciones de tipo estructural o
mosaicismos. Bf cromosoma 21 es el mas peguefio de los cromoesomas autosomas
y comprende el 1-1.5% del genoma haploide y es el segundo cromosoma
secuenciado con el proyecto genoma humano.

Como se ha sefialado las alteraciones cromosdmicas mas frecuentes son las
trisomias autosdmicas y de sexocromosomas entre las cuales se encuentran los
cromosomas 21,18,13 v de los gonosomas el X e Y.

Numerosos estudios han determinado que uno de los factores de riesgo para
aneuploidias es la edad materma avanzada cuyo riesgo es incrementado
importantemente haca fos 35 afios (1).



Aspectos Histdricos en el estudio de las aneupioidias:

El sindrome de Down (SD) es el prnmer desorden cromosémico descrito
clinicamente por el médico Inglés Jhon Langdon Haydon Down en 1866 del cual
proviene su nombre (2), siendoe ia causa mas comin de retraso mental. EN México
se presenta en 1:600-650 RNV,

Es en 1876 donde Fraser y Mitchell reconocieron que el sindrome de Down se
generaba en ia vida intrauterina lo cual mdicaba un evento congénito. £s en 1914
que Goddard reporta que la recurrencia familiar no aumentaba. La asociacidn de
edad materna y SD fue notada desde 1909 por Sutileworth vy el concepto de no
disyuncion cromosdmica fue sugerido por Waardemburg en 1932 v es en 1934 que
Bleyer propone que ta migracion desigual de tos cromosomas durante la division
celular puede onginar trisomias (3).

Es en 1956 que THo v Levan, trabazando con técnicas de cultivo de fibroblastos de
puimén vy determinaron que el nitmerg de cromosomas diplode es de 46 y no 48
asi, en 1959 Lejeune demostrd que un cromosoma extra acrocéntrico se presenta
en individuos con sindrome de Down, dando tugar a un numero aneuplode de
cromosomas 47 (2).

En 1960 Polani examing los cromosomas de un mifio con sindrome e Down hijo de
una mujer de 21 afios donde se presentaron 46 cromosomas con fusion de dos
cromsomas acrocéntnicos (15:21) y en 1960 Penrose demostrd que este evento
era de transmision familiar y en 1961 Clark reporta a una nifia de dos afios con
inteligencia normal pero con estigmas fenotipicos de sindrome de Down
descubriéndose asi la forma de mosaico con células normales y trisdmicas. Con
esta breve historia integramos las formas cromosdmicas que generan el sindrome
de Down, siendo la trisomfa regular la més frecuente en una proporcién det 93 al
96% de los casos. El mosalosmo con un 2 a 4% vy las translocaciones
denominadas robertsonianas de un 2 2 5% . Actualmente los estudios molecutares
nos han permitido identificar duplicacicnes de porciones criticas del cromosoma 21
que generan estigmas y comportamientos del sindrome de Down lo cual determina
que un peguefio desbalance génico, puede traducir ei sindrome (4).

El feto o RN con trosomia i8 es menos comin que la tnsomia 21. Sin embargo,
este concepto ha cambiado debido que después de llevar a cabo un estudio de
uitrasonido en donde se detecta malformaciones con retrasos del crecimiento es
mas comun encontrar Ja trisomia 18 como un desorden citogenético en cerca de
50% mas frecuente gue la trnosomia 21, Mientras la trisomia 21 es  diffal
diagnosticar por ultrasonido prenatal, Ta tnsomia 18 y 13 son dragnosticadas en
virtud de los defectos encontrados en la imagen de ultrasonido en relacion a
retardo del crecimiento, oligo o polhidrammios. La mortalidad intrauterina asociada
a la tnsomia 18 es muy alta, se calcula que el 2.5% de todas las trisomias 18



sobreviven hasta el nacmiento. Los estudios moleculares utihzando marcadores
polimérficos indican que el cromosoma extra 18 es de ongen materno en el 90%
de los casos generado por un error en la no disyuncidn de la meosis 11
contrariamente a io gue ocurre en el caso de la trisomia 21 donde el error materno
es en la meiwsis 1.

L2 trisomia 13 descrita por Patau en 1960 corresponde a un cromosoma extra
acrocéntnico del grupo D, generando miltiples malformaciones que en la mayor
parte de los casos es incompatible con la vida. Robinson en 1966 1dentifica que el
cromosoma extra en la tnsomia 13 es denvado materno en el 90% e los casos.

Las anomalias de sexocromosomas incluyen la monosomia X, la polisomia del X y/o
Y, en la mayoria de los individuos afectados no se detectan problemas al
naamiento, enfatizando que muchos cambios del fenotipo se adquieren a traveés
del tiempo. El origen parental de la no disyuncion de los sexocromsomas como es
el caso XXY donde el cromosoma X exira es igualmente heredade de la linea
materna o paterna; en XXX el cromosoma X extra es materno en el 90% de los
casos; vy en la monosomia; X el X paterno es ausente en el 80% de los indviduos
Turner. Reclentes nvestigaciones sugieren que el efecto del origen parental
(impronta) es demostrado en estos casos. Cuando el X paterno es retenido, hay
evidencias de funcién cognoscitiva y verbal de alto orden con buena interaccion
social. Bl nesgo de polisomia del X aumenta con la edad materna no asl la
monosomia del X que es mas frecuente en madres jovenes. Una alteracién de
cromosomas sexuales es diagnoshcada en 1 en 250 amniccentesss, indicadas por
edad materna, supenor a los 35 aflos siendo mas frecuente en los estudios de
vellosidades coriales (4).

Diagnostico prenatal de aneuploidias:

Actualmente, el diagnostico prenatal de anomalias cromosdmicas v alteraciones de
un solo gen es basado en estudios o procedimientos nvasivos, Diferentes técnicas
se han desarrollade desde 1960 para detectar este tipo de probiemas. Los
procedimientos basicamente consisten en la obtencion de una muestra de tejdo o
células de la placenta, feto o liquido amnidtico a través de fa mtroducaidn de una
aguja dentro del dtero gestante bajo una gufa de ultrasontdo. Aungue los
procedimientos nvaswos son relativamente de bajo riesgo, esto depende de la
experiencia del operador por lo cual el procedimiento conlieva el rnesgo de pérdida
del embarazo de cerca del 0.5 al 1 %. Por otra parte, las alteraciones
cromosémicas  mayores en recién nacidos vivos es aproximadamente 0.65%
mciuyendo la tnsomia 21 con una frecuencia de 0.12%. Por esta razon los
procedimientos invasives son dingidos a una poblacién seleccionada de alto riesgo
para estas alteraciones como es fa edad materna mayor de 35 afios 0 un hijo
previo con cromosomopatfa o un USG anormai.



Es importante seRalar que el mayor nimero de nacmientos con alteraciones
cromosdmicas en especial trisomias, se ubican en mujeres Jovenes, es por ello que
fas estrategias de la ginecoostetricia moderna orientan a ubicar o estimar el nesgo
de estas alteraciones cromosémicas utiizando métodos no invasivos, que no
cologuen en riesgo el embarazo. El nivel de corte para nesgo por edad materna es
de 35 afios que corresponde a 1:385 a término y 1-274 para el sequndo trimestre
para trisomia 21.( Tabla 1)

EDAD MATERNA AL TERM ATERMINO 2° TRIMESTRE OTRA

TABLA No.1 Calculo de riesgo por edad materna y edad gestacional para Sindrome de
Down a término y segundo trimestre como de otras cromosomopatias.
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1.- Métodos Invasivos.

Los metodos mvasives se uithzan con el fin de obtener muestras fetales para
andhsis diagndstico e mterfieren dentro de Il unidad fetoplacentana. Suelen
realizarse solo en los casos en que hay un nesgo conocido de anomalia vy en
ocasiones como resultado de fa positividad de una prueba de tamizaje y siempre
después de asesoramiento genetico. En global, las tecmcas usuales para el
diagnodstico prenatal mvasivo presentan un riesgo de nérdida del embarazo en una
magnitud alrededor del 1% cuando es realizada con el equipo técnico apropiado y
por un operador expenmentado {5).

A) Biopsia de vellosidades coriales:

Esta técrica fue introducida en 1984 por SmudifJensen y Hahmeman ia cual
consiste en la toma de tejido placentano a través del canal endocervical cuando fa
placenta es posterior y transabdominal cuando es anterior, La obtenaidn de Iz
muestra se realiza por aspiracion ¢ por corte en sacabocado v en cualquera de los
dos casos anteriores, stempre se realiza bajo guia ultrasonografica (5).

La biopsia de vellosidades coriales se realiza entre la semana 10 y 12 de gestacion
y da la posibilidad del estudio cromosomico de tejfidos placentario y funcional de
las veltosidades conales (5).

Las vellosidades conales son una excelente fuente de ADN, aportando suficiente
material para la mayoria de las técnicas genéticas moleculares que no requieren
cuitivo celular previo, elimmando asi el riesgo de contaminacién materna en los
cultivos de células fetales (5). Sin embargo, pueden surgir dificultades en el
diagnostico y el asesoramiento cuandc se detecta mosaicismo ¢romosomico
Cuando se detecta un mosaicisme a menudo se encuentra confinade a la placenta
(1.9%), mientras que e verdardero mosaismo ocurre en un 1%
aproximadamente de las muestras (5).

Este procedimiento ha terudo algunos reportes de efectos no deseables cuando es
utilizado, a parte de gue técnicamente es mas complicado gue la amniocentesis
ademds al realizario transcervicalmente, puede arrastrar flora vaginal y producr
infeccion (5). También se ha despertado cierta preocupacién el hecho de que la
biopsia corial pueda en raras ocasiones produck defectos graves del desarrolio de
las extremidades (6,7). La OMS nicd un registro internacional de los defectos de
las extrermdades post biopsia corial en 1992 (8). El estudio no mostrd ninguna
diferencia respecto a la poblacidén control en la frecuencia giobal o patrdn de
distnbucidn de las alteraciones de las extremidades fetales. Actuaimente se
considera razonable realizar biopsia de vellosidades coriales desde la semana 11
en adelante con la certeza de gue la técnica no merementa el rniesgo de presentar
defectos de las extremidades (9).



B) Amniocentesis:

La amniocentesis (del griego “amnion”, membrana que rodea al feto, y “kenesis”,
perforacion), es un procedimiento que consiste en la punadn de la cavidad
amnidtica, por la via transabdominal, con guia uitrasonogréfica continua; es el
procedimiento wnvasivo de diagndstico prenatal mas utlhizado, el cual se ha
incrementado en los dltimos afios debido a la introduccién del analisis aitogenético
en el diagndstico prenatal (5,10).

Schatz en 1881 fue el primero en proponer fa amniocentests, sin embargo Henkel
la Hlevd a cabo hasta 1919. En 1950 Bewis i su uso para el maneo de la
eritroblastosis fetal, posterior a esto la técnica fue ganando aceptacidn en el
estudic de la soinmunizacién maternofetal por presentar una morbilidad
maternofetal baja. En 1956 Fuchs y Riis demuestran que puede realizarse el
diagnostico prenatal del sexo fetal ai exammar la cromatina sexual en las células
presentes en el Hiquido amnidtice. Serr fue et primero en examinar en forma directa
la cromatina sexual en células de liguido amnidtice para determinar el sexo fetal.
En 1965 Kiinger y después Steele y Breg en 1996 reportaron los primeros estudios
de cariotipo mediante cultivo de cétulas de liguido ammnidtico (4).

Se clasifica de acuerdo con la etapa del embarazo en que se realice, se puede
clasificar en temprana (11 a 14 semanas), y tardia (15-26 semanas). Debe
realizarse en forma ideal entre la semana de gestacién 16 y 18 cuando hay mayor
nGmero de células viables y liquido ammdtico suficente (250 a 500mi) (10).

Como requisitos para realizarla, a paciente debe estar informada del tipo de
procedimiento v riesgo, ademas de firmar una hoja de consentimiento por escrito,
se debe realizar también un ultrasonido previo para vitalidad fetal, volumen de
liguido amrudtico, localizacion placentaria y revision estructural integral (10).

a morfologia de las células halladas en el liguido amnidtico es vanada. En la
muestra de Hguido ammotico se encuentran diversas células, las cuales son fuentes
de acido desoxarmibonucleico {ADN) necesaric para el cdiagndstico prenatal. Pueden
encontrarse céluias del ammos, piel, vias genttourinanas, aparato respiratonio y
tubo digestivo y en general todas presentaran el mismo canolipo, No es frecuente
que fas células maternas contaminen los cultivos de liquido amnidtico porque su
supervivencia es limitada y son sensibles al tratamiento con tripsina que se aplica
al material de estudio citogendtico, s embargo puede presentarse
ocasionalmente o cuando la muestra se contamima con sangre; por o gque se
recomienda eliminar los primeros tres milimetvos del liguido obtenido para evitar
esta posibifidad (10).



La hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) permite un estudio directo y rapido
del ADN de los cromosomas en interfase o puede emplearse en trastornos
monogénicos conocaidos (por eyemplo, sindrome de Digeorge) (12). La reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) puede aplicarse a células del ligudo ammdtico no
cultivadas para determinar Rh fetal, ef antigeno Kell v los antigenos plaguetarios, o
para la detecaidn rapida de trisomia 21 u otros problemas cromosémicos en el ADN
extraido {10).

Las alteraciones principales que pueden detectarse con estos métodos de estudio
(PCR,FISH} son alteraciones cromosOmicas —numérncas como monosomias v
tnsomias (sindrome de Turner, tnsomia 21), algunas alteraciones cromosdmicas
estructurales {delecidn, duplicacidn, inversion, translocacidn} (13).

Las contraindicaciones para realizarla incluyen actividad uterina, proceso infecctoso
materno a cualquier rivel; ohgoamnios severo entre otras. Las complicaciones
pueden ser actividad uterina, ruptura prematura de membranas, hemorragia,
corioammoitis, trauma de corddn o placenta, lesion fetal entre otras

El procedimiento no esta exento de riesgos, tales como:

1. Aborto espontdneo: inferior de 1 cada 200 embarazadas § 5%,
2. Concammoitis: 1 en cada 1,000 embarazadas.
3. Sahda de liquido transvaginal: 2 cada 500 embarazadas (10).

Es indudable que los nesgos disminuyen al realizar el procedimiento bajo guia
ultrasonografica continua, siendo este el método que actualmente se realiza en
México (14).

I1.- Métodos No-Invasivos

Durante los dlimos 30 afios, investigaciones para lograr tener informacion del
estato de salud fetal han sido enfocados a métodos no Invasivos, entre eflos se
encuentran el aislamiento de células fetales de sangre materna que puedan
proporcionar informacién  principalmente de! estado cromosomico fetal. Los
ertroblastos son células que han tenido la mayor atencidn ya que son abundantes
en la sangre fetal en el embarazo temprano, estas células son extremadamente
raras en la sangre del adulto y sy vida media es de aproximadamente de 30 dias.
Tienen ademds el ADN necesario para realizar andlisis genéticos (15), tienen
también la ventaja de que son las células mas facles de wentificar debido al
desarrolio de procedimientos de tinaidn especificos para la hemogiobina fetal (16).
Las céiulas del trofoblasto que se desprenden a la sangre materna desde las
vellosidades corionicas son eliminadas principalmente en el pulmén y no son
candidatas a su estudio cromosdmico dado que son polinucleares (17) Los
Iinfocitos fetales también pueden ser identificados en la sangre materna, su



nimero es muy bajo y su vida media es muy larga, llegando a permanecer por
mas de 20 afios en la drculacidn materna; sumandose a hnfocitos de embarazos
previos (18).

Cerca de 1 en 10%-107 de células nucleadas fetales se encuentran en la sangre
materna. La proporcidn de células fetales de sangre materna podria ser de 1 en
10-100 obtemidas por métodos de aslamiente celular como es el aislamiento
magnético  (MACS) o por fluorescencia con (FACS) utiizando anticuerpos
selectivos como es el CD71 gque se une seleckivamente al receptor de ferntina
presente en la superficie de la membrana celular donde activamente se incorpora
el hierro (15), La técmica de FACS (separacitn celular por citometria de flujo) es
una técnica que separa fiscamente las células fetales de fas células maternas en
base a las caracteristicas antigénicas de Ja pared celular. Se utilizan anticuerpos
monoclonales marcados con fluorescencia (inmunofluorescenia). Esta técnica es
costosa y complicada pare su empleo en la practica clinica. La técnica de MACS
{magnetic acbivated cell sorting) se basa en las caractensticas inmunplogicas de la
célula. Utiiza anticuerpos monocionales umdos a microperlas magnéticas
Inmunomagnetismo) vy un separador celular magnético. Se trata de un método
relativamente simple y rapido mas facid de implementar en la practica clinica (19).

Las células aistadas e dentficadas son factibles de utilizar para analisis
citogenético por técrica de fluorescencia por hibndacion en situ (FISH). Las sondas
para identificacion de los cromosomas especificos son DNA-cromosoma especifico
para los cromosomas involucrados en el mayor riesgo de aneuoploidias por edad
materna como son los cromosomas 21,18,13, X e Y. Lo interesante es que la
sonda especifica marca a los cromosomas en interfase o sea en células que no se
encuentran en divisidn por lo que es la técnica 1deal para los eritroblastos ya gue
estos no se dividen y no expresan cromosomas de metafase, Uno de los grandes
problemas que se enfrenta al aplicar esta técnica es que por FISH un 1-2% de las
células pueden dar dos sefiales aun siendo trisdmicas por lo que hay que contar
suficientes ndcleos para determinar un diagnéstico adecuado {19,20).

A) Ultrasonografia:

La ultrasonografia con todas sus vanantes se ha convertido en la punta de la lanza
de la observacién fetal. Con la mejoria en la imagen bidimensional basada en la
velocidad de repeticién de cuadros vy en las escalas de grises, esta tecnologia que
utiliza como principio la emisién de ondas sonicas de alta frecuenaa y su reflejo al
chocar con diferentes tejdos; permite no solo la visualizacion de un embnon desde
la semana 5-6 del embarazo, sino que a edades gestacionales tempranas se puede
realizar dragndsticos tan certeros como el de anencefalia (5).

ta estrecha relacidn entre las anomalias cromosdmicas y las malformaciones
estructurales justifica que un alto porcentaje <e fetos con carnobipo anormal



pueden ser identificados en el curso de un estudio ecogréfico detallado Algunos
de estos defectos (denominados marcadores) son faciimente detectados, pero
otros son variaciones de la normalidad que presentan una asocacion mas débit con
las cromosomopatias.

Planteada como técnica de tamisale la exploracidn ecografica requiere fa revision
sistematica de la anatomia fetal v la blsqueda de los marcadores ecogréficos, de
entre los gue se destaca la medicidn de la traslucencta nucal en el primer timestre
por su elevada capacdad predictva. Otros marcadores uitrasonogréficos para
cromosomopatia son dilatacién nielecalicial, hipercogenecidad intestinal, el foco
ecogénico Intracardiaco, los quistes del plexo corodeo, e fémur v himero
acortados, el acortamiento de la falange media del quinto dedo, el aumento del
angulo 1haco, fa arteria umbthical Umca entre otros (21,22).

Se ha mencicnado mucho acerca del abuso del ultrasonide, sin embargo aunque el
costo en personal y recursos es relativamente alto, toda mujer embarazada debe
verse beneficiada con esta tecnologia, ya que el diagndstico anteparto permite en
algunas situaciones un tratamiento correctivo, un apoyo psicoldgico a la pareja y
un nacsmiento programado en las mejores condiciones posibles (5}.

No existe ningdin reporte en la actualidad que establezca la presencia de efectos
teratogénicos por la exposicidn a ondas ultrasonogréficas para diagnéstico durante
el embarazo. Se han mencionado riesgos potenciales idenbificados a altas
frecuencias de emision y por tiempo prolongado como la cavitacion y el incremento
de temperatura tisular, observados Unicamente en estudios expenmentales
(21,22).

B) Marcadores bioquimicos de aneuploidias:

Entre los aflos ochentas y noventas el estudio de marcadores broguimicos
circulando en la sangre materna como son: alfafetoproteing, la gonadotropina
conidica y el estriol ibre o no comugado que ntegra {a prueba del trnple test,
este examen ha tenido gran acogida y permanece actualmente vigente. En adicion
a este estudio fa imagenologia fetal es fundamental desde el primer trimestre,
donde se dentifica v se mude la traslucencia nucal la cual se asocia a aneuplodias
cuando se presenta > 3mm. Con estos estudios se detecta de un 60 a un 70% en
el segundo trimestre, y de un 80 a 90% en el primer trimestre, lo cual reduce los
procedimientos invasivos hasta en mas de 15%.

Alfa-feto-proteina (AFP): La alfafetoproteina fue el primer marcador bioguimico
utiizado en el tamizaje prenatal de malformaciones congénitas. £n el afio 1974,
Wald y Brock demostraron la relacién de miveles altos de AFP en el suero de las
madres gestantes portadoras de fetos afectados con defectos del tubo neural (23),



posteriormente, en 1984, Merkatz cbservé la correlacion enire niveles bajos de
AFP en suero materne, durante el segundo trimestre de la gestacidn, vy embarazos
de fetos afectados de aneuplodias. Al ser la concentracidn sérica de la AFP
Independiente de ia edad materna, fue posible la combmacién de ambas y
constiur un nueve meétodo de screening prenatal de aneupioidias. La AFP es un
marcador parbicutarmente especifico, pero poco sensible, para la deteccion de 1a
trosomia 21. Cuando se utiliza de forma aislada su sensibilidad es Unicamente del
25% (24,25).

Gonadotrofina coriénica humana (hCG): La hCG es una molécula compuesta por
dos cadenas o subunidades: aifa y beta. Ambas subunidades coexisten en forma
iigada (hCG intacta) y libre (fracadn alfa hCG bre v fraccidn Beta hCG libre). La
molécuia posee, en la superficie, unos determinantes antigénicos que permiten su
cuantificacidén mediante las técnicas de inmunoensayo, se puede determinar tanto
les miveles de la molécula entera, como los de cada una de las fracciones. Las
alteraciones en los niveles de la hCG en suero materno se han relacionado con la
presencia de anomalias cromosomicas fetales (26).

En 1990 Muller y Boue evidenciaron ia asociacidn de niveles bajos de hCG a
gestaciones con fetos afectados por trisomla 18. Postenormente en 1992, otros
autores publicaron la asociacion de niveles bajos de la hCG con aigunas triploidias;
todo ello hace que la hCG sea considerada como el mejor marcador bioguimico, en
el segundo trimestre de ia gestacidn, cuando se valora de forma mndividual, Su
sensibilidad global, para la detecadn de aneuploidias, es de alrededor de un 40%
(27).

Ademds de la AFP y 1a hGC se han estudiado otros marcadores, como el estriol no
conjugado (UE3). En 1998, Camick demostrd fa asociacion entre niveles bajos de
UE3, en suero materno, v gestaciones con fetos afectados por sindrome de Down
(27). En 1998 Wald propuso un programa para el screening del Sindrome de
Down, basado en la combinacidn de la edad materna, y la concentracidn en suero
maternc de AFP, hGC y uE3 (28).

Para mejorar la sensibilidad y especificidad actualmente se realiza la determinacion
de los tres marcadores bioguimicos mencionados antersormente y se combinan con
la edad materna avanzada vy en algunos casos con hallazgos ultrasonograficos
especificos como el phegue nucal, La metodologia no es sencilla, y cada laboratono
debe estandarizar sus mediciones tomando en cuenta la poblacién que maneja, los
marcadores bloguimicos v la forma de representar los resuitados, de lo cortrario
se pierde mucha validez para el diagndstico prenatal.
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MARCO TEORICO DEL ESTUDIO

SEPARACION MAGNETICA DE CELULAS FETALES

El descubrir la presencia de células fetales en la sangre materna no es algo
nuevo,en 1893 Schmorl identifice trofoblastos en téjido pulmonar de mueres que
murieron por eclampsia (29). En 1959 60 afios después, Dougias reporto que al
tomar una muestra de fa vena uterina transcesarea se encontraron trofobiastos en
8 de 13 pacientes (30). En los afios posteriores vy aln en esa década Klehauer
demostro la presencia de entrocitos fetales presentes en la sangre materna (31).
En 1969 Walknowska y colaboradores reporiaban la presencia de células con
mitosis XY en la arculacion sanguinea de mujeres embazaradas (32). Sin embargo
es at Dr. Schroder en 1975 al que se le reconocen resuitados reproducibles y
vahdos al detectar células fetales (infocitos) usando como marcador citogenético
al cromosoma Y observandolo por microscopia De esta manera podia saber el
sexo fetal y confirmarlo al nacimiento (33).

En 1992 se describe el uso de la técmca de MACS (magnetic acitivated cell sorting)
para la extracadn de células fetales, ademas se inicia el uso del anticuerepe CD71
como marcador genetico, Esta técnica es actuaimente la mas utilizada a nivel
mundial para la extracadn de células fetales (34). Ei siguiente afio se aphca la
técrica de FISH {(hibndacidon m sty con imunofluorescencia) para detectar
aneuploidias fetales como la trisomfa 18 y 21, se determina también que las
células fetales no persisten en los embarazos posteriores (35) y en 1997 se
determina que los antigenos de superficie reconocidos por los anticuerpos
monoclonates disminuye conforme se incrementan las semanas de embarazo (36);
también se reporta que el CD71 es altamente expresado en células nucleadas en
el crecimiento temprano fetal y suglere que e receptor de la transferrina CD71 es
muy susceptible de ser detectado con el anticuerpo correspondiente para el
aistamiento de células fetales en el inicio del embarazo (37). Adicionalmente se
demuestra que los fetos con aneuploidias expresan mayor transferencia de céiulas
fetales en la sangre materna que los fetos sanos (38). Con la expenenca
acumulada en los diferentes centros, el National Institute of Chidd Healt and
Human Development Fetal Cell Isolation Study (NIFTY) creado en 1994 reporia
que en la tasa de falsos positivos de los diferentes métodos no Invasivos
(principalmente el ultrasonido) de diagndstico prenatat es de 5% a 20%, mientras
que los falsos positivos obtemidos en los diferentes grupos que utiizan el
aislamiento de células fetales es de 1% . Esto indudablemente permite disminuir el
impacto emocional a las pacientes (39).

Con la evidencia a favor, el estudio de celulas fetales continuo avanzando, en
Espafia por ejemplo logran predear el sexo fetal en 59 casos, ademas de
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corroborar fas  aneuploidias al nacimiento (40). Ya en el micio de la presente
década el Dr. Yang YH realizd aisiamiento de células fetales por medio de la
técnica de MACS usando como marcador genético los receptores CD71,
posteriormente realizaron FISH & las células asladas, se estucharon 65 casos
obteniendo una sensibiidad de 100% vy especificidad de 91.7% en la deteccion del
sexo fetal (41), y en el 2001 se establece finalmente que las semanas tdeales para
redlizar el estudio de las células fetales son de Iz 12 a 15 semanas (42).

Aspectos importantes de la técruca de MACS:

Con MACS, la separacién celular se realiza facl y rapido. Las células en suspension
son separadas con una alta pureza acorde a sus ahtigenos de superficie en
minutos. MACS fue desarrollado en 1988 en el Instituto de Genética de la
Universidad de Cologne, es un sistema para pre-enriguecer las células y después
separarlas y clasificarlas. Desde entonces la compafiia Miltenyl Bioetic trabaja
continuamente para el perfeccionamiento de ia misma.

Con la tecnologla de MACS se pueden separar afrededor de 10! células en un
paso. Las células estan marcadas con anticuerpos magnéticos en
aproximadamente 10 minutos. La tecnologia de MACS permite aislar muchos tipos
celulares incluyendo células animales, de plantas, bacterias y por supuesto las
humanas. Dentro de éstas, es factible separar las células fetales de las maternas
en la sangre periférica.

Como ya se describid, existen grupos de trabajo en todo e mundo gue han
enfocado sus esfuerzos para hacer que esta técnuca sea aplicable en la clinica en
un futuro cercano, actualmente su sensibiidad vy especificidad son de 70 a 75% vy
sus falsos positivos de 1 a 2%; se espera que a corto plazo su sensibihidad
aumente a 90-95% (19).

En el INPer ya se ha logrado tener experiencia en el manejo de la técnica de
MACS, en el 2000 se logrd la wentificacién no mvasiva del grupo sanguines RH
fetal, En este trabajo la separacién de células fetales se efectud mediante el
empleo de anticuerpos monocionales que reconocen los  marcadores:
CD14+,CD45+ y CD71+ utiizando la técnica de separacion magnética (MACS). El
DNA gendmico se extrajo a partir de los eritroblastos fetales recuperados por la
separacidn celular magnética, mediante una técnica de extraccidn salina. Se
utilizaron dos iniciadores para la detecaidn simuitdnea de los genes RhD y RhCE.
Se obtuvo una sensibilidad diagnédstica dei 89% y una especifiaidad diagnostica del
100% (43).

12



En los dltimos cuarenta afios se han publicado mdltples trabajos suginendo
primero y confirmando después, ia presencia de células nucleadas procedentes del
feto en la arculacidn perférica de mujeres embarazadas. Sin embargo, los
resultados pubkicados durante los primeros afios de investigacion fueron pocos
alentadores(44). Actualmente, gracias a los avances realizados en las areas de la
mmunologia (anticuerpos monoclonales), de la separacion celular (fluorescence
activated cell sorter o FACS, magnetic activated cell sorter o MACS) v de la biologia
y citogenética molecular (reaccidn en cadena de la polimerasa o PCR, hibndacién
in situ fluorescente o FISH), resulta posible estudiar vy caractenizar las dferentes
poblaciones celulares fetales presentes en la arculacién periférica de la mujer
embarazada (15).

A inicios de los 1990%, se utiizd reacaidn en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar secuencias del dado desoxirribonucleico (DNA) especifico al cromosoma
Y en sangre materna de mueres embarazadas con productos masculinos,
demostrando que células felales existen en sangre materna(38). El analisis de
estas células con la téenica de FISH con sondas especificas para identificar células
fetales trisdmicas o masculinas en sangre matema se ha utidizado con éxito

Las principales lineas de células fetales que se han aislado de la sangre materna
incluyen,

Linfocitos Fetales,

La detecaidn temprana de Imfocitos fetales en sangre materna, es referida por
Faust y cols, en 1976 a las 7-8 semanas de embarazo. La properadn de linfoatos
fetales en sangre materna oscila entre 0.01 % y 3.7 % estmandose que la
relacion entre linfocitos fetales y maternos varia entre 1/800 y 1/60,000(32). Sin
embargo el aistlamiento de los hnfocitos fetales de sangre penférice materna
mediante anticuerpos monoclonales anti HLA, presenta tres grandes dificultades.
Por un lado, el gran polimorfisrmo de los locus HLA hace que ia seleccion del
anticuerpo sea espectalmente dificl.  Por otro lado, Ia necesidad de dentificar los
antigenos celulares parentales previamente al aislamiento de fas células fetales,
convierte al método en demasiado largo y costoso para le practica clinica. Por
Gitimo la falsa paternidad es un punto importante a tener en cuenta, si el
aslamiento de células fetales se realiza dnicamente con base a ios locus HLA
paternos{33). Los linfocitos pueden permanecer después de un embarazo o aborto
previo, provocando errores en la deteccidn de diagndsticos. La persistencia de
linfocitos fetales en la circulacidn materna puede ser de un periodo de tiempo
superior a cinco afios post parto, haciendo que esta poblacién celular fetal no sea
fa mas idonea para el diagndstico prenatal no mvasivo (32).



Célujas trofoblasticas.

Las células trofoblasticas son células fetales multinucleadas procedentes de las
vellosidades coriales, que estén en intimo contaclo con la arculacidn materna, En
1982, Goodfeliow y Taylor publican el aislamiento de células trofoblasticas en
sangre periférica materna usando un anbicuerpo microvellositano antitrofoblastica,
Se cree gue a partwr del segundo mes de embarazo, la tasa por dia de células
trofoblasticas que migran desde las veliosidades conales a fa crculacidn materna
es de 100.000, estimandose que su dilucién en la poblacidn de leucocitos maternos
es de 1:10(16). A pesar de que ias células trofoblasticas son la poblacidn celular
fetal que més tempranamente se pone en contacto con la arcutacidn materna, y
probablemente También es el grupo celular fetal con mayor representacion en el
torrente sanguineo materno, su ulilizacion en el diagndstico prenatal no invasivo
presenta varios problemas: la posibilidad de una discrepancia genética entre €
trofoblasto y el feto, y el aspecto multinucleado de fas mismas, que puede
representar un problema a la hora de la interpretacidn y andlisis genético de
dichas células (17).

Eritroblastos fetales.

Los eritroblastos representan una poblacidn celular diana 1deal para los
expenmentos de aislamiento v detecadn de céluias fetales a partir de la arculacion
materna, dado que en muy raras ocasiones circulan en sangre penférica de adultos
normales, estando presentes en cantidades considerables en la arculacion
fetal(15). Dado gue ‘05 entroblastos nucleados son raros en la drculacion adulta,
aquellos que se aislen de la circulacidn periférica materna durante el embarazo,
seguramente habran derivado del mismo (38).

Las células fetales se encuentran en concentraciones muy bajas (1 céiula fetal en 1
x 10° a 1 x 107 células maternas), se encuentran en etapas tempranas del
embarazo, son mononucleadas, y su vida metha es corta (25-35 dias) o que
imposibilita que sean detectadas en embarazo subsiguiente, por lo tanto la
separacion celular por ctometria de flujo posibiitd la identificacion y andlisis de
entroblastos fetales por la técnica de hibndacidn m situ fluorescente o FISH.
Aungue se han detectado trisomias especificas, se debe realizar un diagnostico
prenatal efective de las aneuploidias mas comunes (que nvolucran los
cromosomas 13, 18, 21, X v Y } en la poblacion (4).
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JUSTIFICACION

El objetivo def diagndstico prenatal es obtener informacion bioguimica, genética y
fisioldgica acerca del fefo. En los 1970's el diagndstico prenatal surgid como una
posibtidad médica y en los 1980s el desarrolio de ia tecnologia disponible se
estandarizd para todas las pacientes con indicaciones definidas, principalmente
aquellas con factores de riesgo general como la edad materna mayor a 35 afios al
momento del nacimiento del producto, escrutiios hormonales anormales en el
suero materno, factores especificos como anormalidades detectadas por
uttrasonido, un hpgo previe afectado por una cromosomopatia, 6bito previo o
muerte necnatal temprana, miembros de la pareja portadores de trastornos
recesivos 0 abortos recurrentes,

Todas las mujeres tienen riesgo de presentar embarazo con alguna anomalia
cromosomica. Este riesgo inherente se incrementa con la edad materna vy
dismmuye con el transcurso de la gestacion. El diagndstico prenatal invasivo ha
estado disponible por mas de 30 afios. Estos procedimientos presentan un riesgo
tanto para la mujer como para el feto, aproximadamente la mitad de las mujeres
mayores de 35 afios asumen dicho riesgo. Por lo que es importante el desarrolio
de una prueba que se pueda realizar durante el primer tnmestre del embarazo y
gque no represente nesgo para la madre ni para el feto. La habiidad de
diagnosticar cromosomopatias (aneupioidias de cromosomas 13, 18, 21, X e Y) en
el feto continua mcrementandose con el avance tecnoldgico con lo cual se permite
el diagnostico precoz de las mismas ofreciendo a los padres y el medico los
beneficios de su conocimiento en etapas tempranas del embarazo.
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OBIETIVOS

1.-Desarrolio de un método no invasivo con alta sensibilidad y especificidad para

el diagnéstico prenatal de aneuploidias.

2.-Aislamiento de eritroblastos de sangre materna perifénca y determinacion del
origen fetal de los mismos,

3.-Comparacién de pruebas diagnosticas prenatales ya establecidas como la
amniocentesis y marcador triple, con procedimientos no invasivos como
aisiamiento de eritroblastos fetales y FISH, para el diagnostico prenatal de
aneuploidias.

4.-Fvaluar sensibilidad. especificidad y valores predictores del diagnostico prenatal
no nvasivo.

5.-Evaluar las aportaciones det diagnostico prenatal no invasivo.



HIPOTESIS

La evatuacion prenatal temprana (9 a 13 semanas de gestacién) de células fetales
en sangre materna, en pacentes con embarazo de alto nesgo para
cromosomopatias es un procedimiento diagnostico prenatal no invasive, sin riesgo
para la madre o el producto, con mayor especificidad vy sensibilidad que las
pruebas diagnhosticas prenataies ya establecidas como la amniocentesis.

17



MATERIAL Y METODOS

I.-Metodologia:

Mediante un modelo descriptivo, prospectivo, transversal y observacional se
estudio al brmomio madre-feto para demostrar la capacdad de aislamiento de
células fetales por medio del anticuerpo CD71 y la separacidn celular magnética
con la técnica de MACS.

El trabajo se dividid en dos etapas:

Primera; se establecieron las condiciones necesarias para la separacion de las
células fetales presentes en la circulacidn materna.

Segunda: se comprobd que las células aisladas fueran fetales por medio de
microscopia mediante la tincién con Wight en frotis.

Universo

Mueres embarazadas que acuden a la consulta de diagndstico prenatal del
instituto Naclonal de Perinatologfa, La edad selecclonada fue de 35 a 41 afos
por su riesgo de cromosomopatia y que se encontraran en la semana 12-14 de la
gestacién por FUM o USG.

Tamaiio de la muestra

El estudio se considero como pioto para la estandarizacion de la tecnica y la
compra de los insumos. La muestra consistié de 5 pacientes.

Criterios de inclusion, no inclusién y exclusion

1.-Inclusion:

Mujeres embarazadas con edad mayor a 35 afios gue cumplan criterios para
Ingresar a la clinica de diagndstico prenatal.

Consentirmiento verbal y escrito para participar en el estudio.

Embarazo del primer o segundo trimestre,

2.-No inclusion:

Negativa a participar en el estudio
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3.~ Exclusion:

Mujeres embarazadas que no cumplen criterios para seguirmento en {a consulta de
diagnostico prenatal
Embarazo del tercer trimestre

Variables en el estudio

i.- Edad
Afios en gl momento del embarazo actual y de Iz toma de la muestra sanguinea
(informacidn obtenida de mterrogatorio directo)

2.~ Antecedentes ginecoobstetncos:

Numero de gestaciones, cesareas, partos y abortos. NOmero de productos
malformados previos, 0 con alteraciones cromosomicas. (informacion obtenida de
interrogatorio directo).

3.- edad gestacional:

Semanas de gestacion por amenorrea segura y confiable en el momento de la
toma de la muestra sanguinea materna o bien de acuerdo al ultrasonido en edades
gestacionales inciertas (informacién obtemida  de mterrogatorio directo vy
expediente).

Recoleccion de datos

Se recolectaron los datos por medio de interrogatoro dirigido y se vacd la
informacion obternda en un formato de histona clinica disefiado especialmente, se
les asignd un ndmero asi como a la muestra sanguinea y se continud el
seguimento def embarazo.

Aspectos eticos

Es una nvestigacidn de riesgo mimimo, se contd con Ja firma de autorizacidn de la
paciente para ingresar al protocolo.

Etapa Uno
Se recolectaron muestras sanguineas maternas mediante el sistema vacutainer en
4 tubos de 5mi con anticoagutante K3 EDTA (compafila becton Dickinson). La

muestra consistid en 20ml de sangre total obtenida por puncidn venosa en la vena
antecubtal, con una aguja calibre 21 (figura 1),
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Figura |

Tubo falcon de 50mi con 20mi de sangre materna en gue se diluye la muestra 1 1 con
solucidn fisiologica

Se vacia la muestra sanguinea (20ml) en un tubo Falcon de 50mil y se dituye 1:1
con 20mi de solucion fisioldgica al 0.9% de NaCl (fig 1), la solucidn se vierte
lentamente por las paredes del tubo para no dafiar las células, se agita el tubo
suavemente por 2 minutos. La muestra diuida se coloca en 6 tubos Falcon de
15ml, se agrega Linfoprep en relacion 2:1 (3ml de Lmfoprep con 6mi de sangre
diluida). Este paso de la técnica se denomina gradiente de Ficoll {figura 2). El
Linfoprep es un polisacarido (densidad 1.077 gr/ml a 20 grados centigrados) que
permite separar de acuerdo al tamafio y pesc molecular de los componentes
celulares de la muestra por el principlo de migracion, al centrifugarse la muestra
tas células mononucleares (monocitos, linfocitos vy entrobliastos) quedan en la capa
superior y los eritrocitos maternos con fas plaguetas en la mnferior,

Centrifu-
gacion

Linfoprep

Figura 2
El tnbo A contiene en su poreidn mfenor la solucion Linfoprep, ¢n ia parte supenor se
coloca la sangre materna evitando en todo momento que se mezclen las fracciones El tubo
B contiene a los entroblastos fetales cn la mterfase entre el linfoprep vy los crnitiocitos
maternos
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Se coiocan los & tubos en una centrifuga Beckman GS-6R con un rotor modelo
798-3570 y se centrifugan por 20 minutos a 2,500rpm, sin freno v a temperatura
ambiente,

Se obtienen dos fracciones celuiares, la nterfase conbiene mononucleares
maternos vy entoblastos fetales, la mferior contiene erntrocitos maternos vy
plaquetas (figura 2 y 3).

Eniroblasios

Figura 3

Una vez centrifugada la muestra con ¢l gradiente de Ficoll, sc 1dennfica ja interfase en
donde se encuentran los monocitos y linfocitos maternos, ademés de los erstroblastos
fetales

Se extrae la interfase con una pipeta Pasteur evitando mezclarla con la inferior, se
colocan las célutas de la interfase un tubo Falcon de 50ml, se diluyen 1:5 con
solucidn Buffer PBSIX (Sol Buffer PBS iX a pH 7.2) y se Mavan” las células, se
centrifugan en una centnfuga Beckman GS-6R durante 5 minutos a 3000rpm a
temperatura ambiente.

Se obtiene un botdn celular en el fondo del tubo (figura 4), se decanta el
sobrenadante con cuidado sin perder el botén celular, se resuspende el mismo en
imi de una solucion (EDTA 2mm 30ml, mas BSA 0.5% 30mi).

e ————
¥ \

Boton cejular con
mononucieares maternos y

Q/ crittoblastos

Figura 4
Posterior 2 la centrifugacion, se obtienc el botén celular en ¢l fondo dei tubo
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Se procede a realizar un conteo celular en una camara de Neubauer (0.0025
mmcuadrados marca Mari Enfeld) tomando 10ul de la muestra celular mas 90ul de
azul tripan al 0.1%, se mezclan y tomando 10ul de la solucidn ios cuales se
colocan en la camara de Neubauer (figura 5).

| l Células con
/ azul de tnipan

Camara de
Neubauer

Figora 5
Las células tefidas se colocan entre la cdmara de Neubauer y el cubreobjctos para poder
proceder at conteo de las mismas

Se observa con microscopio optico al 40X {microscopio Nikon Labophot-2) y se
realiza el conteo de las células vivas y muertas en los cuatro cuadrantes. El
numero de céjulas vivas se obtiene al sumar el total de las que no presentan
permeabilidad al colorante y se multiplica por una constante de 100,000,

El siguiente paso consiste en la selecaidn de los entroblastos fetales por medic del
receptor de transferrina presente como antigeno de superficie en la membrana
celular del entroblasto. Se procede a favorecer la umidn del anticuerpo CD71 gue
es seleclivo para este receptor de transferrina, este anticuerpo tiene la propiedad
de estar unido a una mucroesfera magnébica. En nuestro trabajo se selecciono el
anticuerpo CD71 porque como va se describnd antes, este anticuerpo es el mas
especifico para unirse a 10s receptores de ferritina en la membrana presentes en
los eritroblastos de las células fetales (figura 6).

Ac Cd71 con
microperia

magnética

Entroblasto
Con receptor
Para Cd71

Figura &

Entroblasto con el antigeno de superficie al cual se unc el anticuerpo CD71 Este
anticuerpo se encuentra umdo a una microesfera magnética que permite scparar a la célula
fotal de las demas células al exponerla a un campo magnético
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Por cada 10,000,000 de células vivas se agrega al homogeneizado celular 8ul del
Buffer PBS y 20mcl del anticuerpo CD71 y se incuba a 4 grados centfgrados por 20
minutos, Se pasa la solucién a un nuevo tubo falcon de 50ml v e agrega 20 veces
del volumen de Buffer PBS y se “lava el concentrado celufar’, se centrfuga
nuevamente con las condiciones ya descritas y se obtiene un nuevo botén celufar,
se decanta el sobrenadante desechando el anticuerpo que no se haya unido a las
Células fetales y se resuspende el botén celular con 1 mi de Buffer {PBS +
EDTAZmm+BSA 0.5%).

Se escoge la columna apropiada del MACS (columna MS+/RS+) v se coloca en el
MACS junto con el tubo colector, Se lava el sistema con 3ml de PBS y se agrega el
homogenizado celular ya incubado con en anticuerpo CD71. El anticuerpo tiene a
su vez unido una esfera magnética y al pasar las células por la columna metéiica
se adhieren a la misma (fraccién positiva) por el efecto del campo magnético
creado por el iman incluido en el equipo MACS. Las células mononucleares y
infoctos maternos no marcadas con el anticuerpo pasan kbremente por la
columna ferromagnética y se recolectan en un tubo (fraccidn negativa). Figura 7.

Columna
{erromagnética

. L]
g Te ot | Células fetates
e ooe | | enlafraccion
b - - positiva

BN -
N T

magnético

Células maternas en
la fraccidn negativa

Figura 7

Las célnlas fetales marcadas con el antienerpo CD71 marcado con una csfera magnética, al
pasar por la columma metdhica y exponerse al campo magnético son separadas en dos
fracciones' la fraceidn positiva y 1a fracoidn negativa

Lo que se obtiene del paso anterior son dos fracciones, fa primera que contiene las
células fetales marcadas con el anticuerpo CD71 a fa que #amaremos fraccion
positiva, v la segunda que contiene la fraccion celular no umda al anticuerpo que
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se llama fraccidén negativa. La fracadn positiva que es ia gque nos interesa fiene la
ventaa de ser la manera mas directa de aislar las células fetales, en esta fraccdn
raramente se afecta la funcidn de las células o su viabilidad, Se puede obtener una
seleccidn celular con un alto grado de pureza con un solo paso de fas células a
través de la columna magnética.

Segunda etapa:

Se realiza un frotis con las células fetales que lograron separarse. Se tifie el frotis
con fa técnica de Wright y se observan bajo microsocopia directa {mucroscopio
Nikon Labeophot-2 al aumento 40x). A continuacion se describen ia cadena de
diferenciacion que siguen los eritroblastos fetales vy que por su morfologia
caracteristica nos permiten identificarlos en el frotis,

Pronormoblasto: ésta es la primera célula reconocible como perteneciente a la
célula entroide. Mide 12 a 29mem de didmetro v se distingue del mieloblasto por
su citoplasma muy azul, que stele ser sdlo una estrecha onlla en forno del nicieo
relativamente grande; muchas veces se fifie en forma despareja y puede presentar
un halo pennuciear. El nlcleo consiste en una red de rendas de cromatina
distribuidas con urformidad, que le imparten un aspecto finamente reticular. Se
tifie de un color purpura ro)zo y contiene varios nucléolos mas oscuros.

Normoblasto inicial: Fxiste una gran semejanza entre esta célula y el
pronormoblasto; su didmetro varia entre 10 y 16mcm. El nicleo es refativamente
grande, muy tingible y las nendas de cromatina son mas gruesas que en el
pronormoblasto, de modo que le confieren un aspecto mas grueso; no suelen
verse nucléolos.

Normoblasto intermedio: En esta célula, que mide 8 a 14mem de didametro, ef
citoplasma presenta una reaccion tintorial policromatica, es dedr, tendencia a
tomar los colorantes basicos y acidos, de modo que le imparten tinte purpdreo que
se torna mas acddfilo a medida que la célula madura porque empieza a aparecer
hemoglobina. El nicleo ocupa una parte relativamente mas pequedia del total y
disminuye de tamafio a medida que Ia célula envejece; ahora se tifie intensamente
y la cromatina estd dispuesta en grumos {46).

Una vez comprobado que las células aisladas sean fetales, se procede a realizar la
técnica de FISH (hibridacidn in situ con inmunofluorescencia) en nucleos en
interfase, no cultivadas empleando un kit de sondas multicolor de los crosomomas
21,18,13 X e Y para detectar aneuploidias cromosomicas en fetos con alto riesgo
de cromosomopatia. Las sondas empleadas son ADN especificas para cromosomas
y son elaboradas para un loci, el centrémero, un cromosoma completo o bien para
telémeros, Se utilizan sonda de AneuScreen de Vysis que identifica cromosomas
en células sin cultivar en interfase, permitiendo conocer el nimero de sefiales de



los cromosomas 21,18,13 X e Y v obtener un diagndstico prenatal en un lapso de
48-72 Horas.

Las células colectadas al final del proceso de separacion magnética son somebidas
a un tratamiento enzimatico con tripsina, solucion hipotonica v fijadas en Carnoy.

Posteriormente se realiza el proceso de desnaturalizacion, hibridacidn y tincidn de
los niicleos, Las preparaciones se analzan con un microscopio de epifluorescencia,
gjecutando un registro de las sefiales para cada cromosoma. Se analiza un minimo
de 100 nicleos para cada pacente a clegas (47,48,49). lLos resultados que
pueden obtenerse en la diferentes vanedades de aneuploidias se muestran a
continuacion (figura 8):

Foto A
Cromosomas 21
marcado en azul
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5 Foro B
| Cromosomas 13
marcados en rojo

Figura 8

En La foto A se observan 3 cromosomas 21 cn el nicleo de la célula fetal con el
diagnostico de tmisomia 21, en la foto B se observan fres cromosomas 18 con el diagndstico
de tnsomia 18

25



RESULTADOS

Se tomaron muestras de 5 pacientes embarazadas, la edad materna fue en
promedio fue de 35.4 afios con un rango de 35 a 41 afios. Todas las muestras se
tomaron por la misma persona con la técnica ya descrta y se procesaron de
acuerdo al protocoio descrito para la separacion celular con la técrica de MACS.
Tabla 1

Edad de |a paciente Edad gestacional en semanas
35 12

36 10

37 13.2

32 11.5

41 9

Al reabzar ef conteo de las células vivas (que en ese paso de la técnica mcluyen a
mononucieares maternos y entroblastos fetales) el promedic de células wvas fue
de 18,440,000 células con un rango de 16,900,000 a 20,400,000 células vivas. Ei
porcentaje de células vivas fue en promedio de 95.8%. (Tabla 2)

Tabla 2

Pactente Células vivas Células muettas % de viahilidad

1 16,900,000 500,000 57

2 17,500,000 400,000 197 _

3 ___ 18100100 _  _eoo000 o4 _
4 19,300,000 1000,000 95

5 20,400,000 800,000 96

Al visualizarias bajo micrascopla directa un frotis de sangre fotal con la tncidn de
Wright se pudo observar células mononucleares maternas que sirvieron como
control negativo para diferenciar ia morfologia de estas celulas comparadas con los
eritroblastos fetales. {figura 9)

Figura 9 Polimorfonuclear imaterno oon

st e fologia smecleds curaviciising
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Fnalmente ai realizar la misma tmaidn a las células aisladas mediante el anticuerpo
(D71 y fa técnica de MACS se pudo observar y demostrar la presencia de
erftroblastos fetates en las 5 muestras analizadas, £n todos los casos se pudo
observar fa presencia de los niicleos celulares de los eritroblastos fetales y en
algunos casos ef citoplasma, la membrana celular no fogro permanecer intacta en
¢l frotis {figura 10y 11)

Vista panoramea de
los erdrobalstos
fetales al 10

brgura 10
Pucde observarse en esta mucrofotografia Ia presencia de 6 ertroblastos fetales dispersos en
el campo

Entroblasto fatal
con su morfologia
Cupavteryiod af 40x

Figura 11
Se ohserva la morfologia nuclear del eritroblasto, no se aprecia la membrana

celular.

Entoblastg, dentro de su morfolegia en esta microfotografia resalta su ctoplasma
muy azul, gue suele ser solo una estrecha orilla en torno del nicleo relativamente
grande, el niclea consiste en una red de riendas de cromatina distriburdas con
uniformidad, que le imparten un aspecto finamente reticular. Se tifie de un color
purpura ropzo v contiene varios nucléolos mas oscuros. La membrana cehdar no
logro apreciarse en ninguna de las células fetales encontradas.
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DISCUSION

En base al trabajo realizado en el laboratorio y ios resultados obtenidos , el
métedo propuesto de aistamiento de células fetales presentes en una muestra de
células en sangre materna a por medio de un gradiente de densidad, en
combinacidn con la separacidn celular magnética usando marcador CD71 se
presenta una senstbilidad cercana al 90% v una especificdad del 100%.

Mediante el uso del gradiente de Ficoll se logro separar dos fracciones celulares
que permitid obtener mononucleares maternos y ertroblastos fetales, al anaiizarlas
bajo microscopio con azul tnpan pudo demostrarse un numero elevado de células
vivas con un porcentaje de viabilidad de  95.8%. Al usar ei anticuerpo CD71 v la
técmica de separacion celular magnética con la técnica de MACS se logro aistar
células fetales en todos los casos, mismas que se identificaron por microscopia; sin
embargo la ausencia de la membrana celular nos obliga a detectar el pasg de la
técnica en la cual se pierde; aungue no hay duda de que las células obtenidas sean
fetales debemos preservar en lo posible su morfologia completa.

Algunos estudios varian en cuanto al nimero de células aisladas por este método
que pueden llegar de 13 entroblastos por cada 10ml de sangre materna (47).
Algunos autores recomiendan el uso de un gradiente de triple densidad de Ficoll-
Hypaque para lograr un mejor enngueamiento de las células fetales que puede dar
un rendimiento tres veces mayor a lo obtenido por separacién en directo de las
células fetales por MACS (35). Como puede observarse las alternatvas vy
modificaciones de la técnica son motivo de contmuar estandarizando para obtener
el mayor nimero de estas células gue hasta la fecha han sido escasas.

Ei seleccionar eritroblatos como célula ideal para el estudio de aneuploidias fetales
es que fiene la ventaja de una vida media de 35 a 75 dias en la arcutacion
materna y pueden obtenerse después de fa semana 10 de la gestacién, en muy
raras ocasiones circulan en sangre perifénca de adultos pormales pero estan
presentes en cantidades considerables en la crculacion fetal. Dado que los
eritroblastos nucleados son raros en la crculacidn adulta, aquellos que se aislen
de la circulacién periférica materna durante el embarazo, seguramente habran
derivado del mismo (47). En el caso de los hnfocitos, la persistencia de linfocitos
fetales en la circulacidn materna puede ser de un perfodo de tiempo superior a
cinco afios post parto, haciendo que esta poblacion celular fetal no sea la mas
idonea para el diagndstico prenatal no invasivo (32). A pesar de gue las células
trofoblasticas son la poblacion celular fetal que mas tempranamente se pone en
contacto con la arculacién materna, y probablemente también es el grupo celular
fetal con mayor representacion en el torrente sanguineo materno, su utilizacidn en
el diagndstico prenatal no nvasivo presenta varos problemas: la posihihdad de
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una discrepancia genética entre el trofoblasto y el feto, v el aspecio multinucleada
de las mismas, que puede representar un problema a la hora de la nterpretacion y
anahsis genético de dichas células {30).

Por jo tanto la identificacion de entroblastos fetales en sangre materna y la
posibilidad de conocer la constitucion cromosdmica en relacion a las aneupiodias
mas frecuentes es actualmente uno de los métodos de diagndstico prenatal no
mvasivo que evitaria la amniocentesis y el riesgo de complicaciones asociadas al
procedimiento asf como el tiempo para el andlisis de resuftados que va de 2 a 3
semanas, por otra parte fa amniocentesis puede constituir una importante fuente
de angushia materna que influye en la decisidn de practicarse siendo en muchos
casos negativa ante la suma de los factores antes mencionados.

Es por ello gue el diagndstico prenatal gendtico no mvasivo permitira 12 evaluacion
temprana de la condicidn fetal en un corto perodo de espera para obtener
resultados.

Esperamos poder llegar a ublizar esta técnica por el costo beneficio que implica v
que pueda ser aplicable a gran escala dentro de Ia poblacién de riesgo



CONCLUSIONES

Pueden aislarse células fetales de la sangre materna en mujeres embarazadas
tomando fa muestra en el primer y segundo trimestre del embarazo, usando el
anticuerpe CD71 vy la técnica de separacidn celular magnética (MACS). Los
eritroblastos obtenidos pueden ser utilizados para realizar diagnostico prenatal por
medio de técnicas de citogenética molecular. ES necesario establecer los
parémetros 1deales dentro de la técnica que permitan no causar destruccion a la
morfologia del entroblasto fetal, que fue lo que nos acontecid y no era prudente
utihizar tas sondas de FISH para no perderlas. Es necesario amphar el nimero de
pacientes para estandarizar la técnica, una vez establecidas las condiciones ideales
de la misma se podra dar el siguiente paso al realizar diagndstico por medio de fas
células fetales obtenidas y comparar los resultados con los obtenidos por
ammocentesis como vahdacion de los resultados por ser actualmente el esténdar
de oro.

30



BIBLIOGRAFIA

1.-Ferguson-Smith MA, Yates JRW. Maternal age specaific rates for chromosome
aberrations and factors ifluencing them: report of a collaborative study on 965
amniocentesis. Prenatal Diagnosis, 1984;4:5-44,

2.-Langdon Down J. Observations on an ethnic clasification of idiots. Clinic fectures
and reports,1866,London Hospital 1886;3:259-62.

3.-Fraser J, Mitchell A, Report a case with autopsy with notes on 62 cases by A
Mitchell. J Ment S¢i,1876;22:169-79.

4.-Epstemn CH J, Down syndrome (frosemy 21).The metabolic and molecular bases
ofinherted disease. Eight edition. Mc Graw Hill,cap 63:1223-1256.

5.-Heredia M. Métodos de Diagnostico Prenatal, tesis del Instituto Nacional de
Perinatologia; 1998°7-19,

6.-Hoizgreve W, Miny P, Schipo R, "Late CVS” International registry compilation of
data from 24 centres. Prenatal Diagn 1990;10:159-167.

7.-Firth HV et al. Severe Limb abnormalities after chorion vitlus samplhing at 55-56
days’ gestation. Lancet 1991;42:762-763.

8.-Schloo R, Miny P, Holzgreve W. Horst J, Lenz W. Limb reduction defects
following chonoric vitlus sampling. Amencan Journal Medical genetics.1991;42:404-
413.

9.-Froster UG, Jackson L. Limb defects and chorionic imb sampling: results from
an international registry,1992-94. Lancet, 1996,;347:489-494,

10.- Ammiocentesis en: Normas vy procedimientos de Ginecologia Y Obstetricia
2002; 197-199,

11.-Verma L, Macdonal F, Leedham P, McConachie M, Dhanjal 5, Hulten M. Rapido
and simple prenatal DNA diagnosis of Bown's syndrome. Lancet 1998;359:9-12,
12.-Van Opstail D, Van HJ, Sachs ES. Fetal aneuploidy diagnosed by fluorescence i
situ hybndisation within 24 hours after amniocentes:s. Lancet 1993; 342:802.
13.-Goddard HH,Skuse DH, James RC, Bishop DVM et al. Evidence from Turner
syndrome of an inprinted X-Linked locus affecting cogrutive funcion,
Nature,1997;387:705-708

14.-Hernandez AE, Leis-Marquez MT, Ahued AR. Complicaciones asociadas al uso
de amniocentesis diagndstica en la segunda mitad del embarazo, realizada con o
sin gufa ultrasonografica continua. Pernatologia vy  Reproducadn  Humana
2000;14:7-13.

15.-Bianchi WD,Flint FA, Pizaimenti MF, Knoll JH,Latt SA. Isolation of fetal DNA
from nucleated erythrocytes m maternal biood. Proc Natt Acad Sci, 1990: 87:3279-
83.

16.-Klenhauer E, Braun H, Betke K. Demostration von fetalem Hamaglobin in der
erythrozyten eines Blutausstriches. Klin Wochenschr 1957;35:637-638.

17 -Goodfeltow CF, tayle PV. Extention and identfication of trofobiast cell
areulating 1N perpheral blood during pregnancy Br J Obstet Gyneco! 1982;89:65-

31



68.)

18.-Craranfi A, Curchod, Odartchenko N. Post partum survival of fetal lymphocytes
in the maternat blood. Schweiz Med Wochensch 1997;107:134-138.

19.-MACS separation columns, Manual para el usuano. Miltenyl Biotec,200015-60
20.-Isada NB, Hume RJ, Reichier A, Fluorescent i situ hybrization and second-
trimester sonographic anomahies: uses and limitations. Fetal Diagnosis Therapy
1994;9:367-370

21.-Thompson MO, Thilagnanthan 8. The significance of isclated fetal
hydronefrosis following routine first and second trimester screeming for Down's
syndrome. British Journal Obstetric and Gynecology 1998;108:860-864.

22.-Nyberg DA, Luthy DA, Resta RG, Nyberg BC, Willams MA. Age-adjusted
ultrasound risk assessment for fetal Down’s syndrome during the second trimester:
description of the method and analysis of 142 cases. Ultrasound Obstetric and
Gynecology 1998;12:8-14,

23.-Wald N3, Brock DJH, Bonnar 1. Prenatal ciagnosis of spina bifida and
anencephaly by maternal serum alpha-fetoproten measurements. Lancet
1974;1:765-767.

24.-Merkatz IR, Nitowsky HM, Macr IN, Jhonson WE. An association between low
maternal serum alphafetoprotemn and fetal chromosome abnormalities. American
Journal Obstetric Gynecology 1984;148:856-894.

25.-Palomaki GE, Knight GJ, Haddow JE, Camck JA. Saller Jr DN, Panizza DS,
Prospective intervention trial of a screeming protocol to identify fetal trisomy 18
using maternal serum alpha-fetoprotein, unconjugated ocestnol, and human
gonadotropin. Prenatal Diagnosis 1992;12:925-930.

26.-Muller F, Boue A. A single chorionic gonadotropint assay for maternai serum
screerung for Down’s syndrome. Prenatal Diagnosis 1590;10:389-398.

27.-Wald N3, Cukcle HS, Densem JW, Nanchahal K, Royston P, Chard T. Maternal
serum screening for Down's syndromein early pregnancy. British Medical Journal
1998,;297:883-887.

28.-Canick JA, Knight GJ, Palomak: GE, Haddow JE, Cuckle HS, Wald NI, Low
second tnmester maternal serum unconjugates oestriol i pregnancies with Down's
syndrome. British Journal Obstetric and Gynecology 1998;95:330-333.

29.-Schmorl G. Uber das Schicksai emolisch verschleppter Placentarzelien.
Zentralbt Gynakol. 1905,29:129-137,

30.-Douglas GW, Thomas L, Carr M, Cullen NM. Trophoblasts m the dirculating
biood during pregnancy. American Journal of obstetnics and Gyneacology.
1959,58:969-973.

31.-Kleihauer E, Braun H, Betke K. Demonstration von fetalem Hamagiobin in den
Erythrocytes eines Blutauustrihes: Kiinische Wochenschnift, 1957;35:637-638.
32.-Walknowska J, Conte FA, Grumbach M, Practical and theoretical implications of
fetal/maternal lymphocyie transfer, Lancet, 1969; I 1119-22.

33.-Seigler HF, Metzgar RS. Embryonic development of human transplantation
antigens. Transpantation, 1570;9:478-86.

32



34 -Ganshirt-Ahlert D et al. Magnetic celf sorting and the transferring receptor as
potential means of prenatal diagnosts from maternal blood. American Journal
Obstetric and Gynecology, 1992; 166: 1350-5.

35.- 3t.-Ganshit-Alhert D, Borjesson-Stooll R, Burschyk M, Dhor A, Garntsen i,
Detection of fetal trisomies 21 and 18 from maternal blood using triple gradient
and  magnetic celt  sorting. American  Journal  of  Reproductive
immunology,1993;30:194-201.

36.- Admolfi M, On a non mvasive appreach to prenatal diagnosis based on the
detection of fetal nucleated cells in maternal blood samples. Prenatal Diagnosis,
1991; 11:799-804.

37.-Yun Ling Z, Kai Zhen D, Ann De Maria, Search for the optimal fetal cefi
antibody: results of immunophenatypyng studies using flow cytometry. Human
Genetics, 1997 ; 11:799-804.

38.- Blanchi DW et al. PCR quantitation of fetal cells in maternal blood 1w normal
and aneuploid pregnancies. American Journal of Human Genetics,1997,61:822-9
39.-De la Cruz F. Low faise-positive rate of aneuploidy detection using fetal cells
isolated from maternal blood. Fetal diagnosis and therapy,1998;13:380-2
40.-Rodriguez de Alba M, Palomino P, Jurado A, Sanz R, Ibafiez MA. Prenatal
diagnosis on fetal cells obtained from maternal peripheral biood: report 66 cases.
Prenatal Diagnosis,1999;19:934-40,

41.-Yang YH et al. Prenatal genetic diagnosis from maternal blood: Simultaneous
immunophenotyping and FISH of fetal nucleated erythrocytes solated by negative
and positive Magnebic  Activated Ceills  Sorting. Yon Ser  Medcal
Journal,2000;41:258-65.

42 .-Rodriguez de Alba, Palomino P, Gonzalez C, Sanchez IL, Ibafiez M, Prenatal
dragnosis on fetal cells from maternal blood: pracucal comparative evaluation of
fetal first and second trimestre. Prenatal Diagnosis,2001;21:165-70.

43.-Saavedra TM. Identificacién prenatal no invasiva del grupo sanguineo RH,
Tesis para obtener el grado de Maestna en Bioguimica y Biologia Molecular,
México DF 2000.

44,-Bennett PR, Le-Van-Ksm C, colin Y. Prenata! determination of fetal RhD type by
DNA amplification. New England Journal Of Medicine 1993; 329:607-610.
45-Lighten AD, Overton TG, Sepulveda W, Warwick RM, Fisk NM, Bennett PR,
Accuracy of prenatal determination of RhD type status by pohimerase chain
reaction with amniotic cells. Amernican Journal Obsteiric and  Gynecology
1995;173:1182-1185.

46,-George A. Atlas de Hematologia. Editorial panamericana 52 edicidn, 1998°7-
10.

47.-Klinger K y cols. Rapid detection of chromosome aneuploidies i uncultured
ammiocytes by using fluorescence m situ hybridization {FISH) American Journal
Genetics, 1992;5:55-65.

48.-Christensen B, Bryndorf FT, Philip 3, Lundsten C, Hansen W. Rapic prenatal
diagnosis of tnsomy 18 and triploidy i interphase nuclel of uncultured amniocytes
by non-radioactive in situ hibridization. Prenatal diagnosis, 1992;12:2411-250.

33



49.-Ward BE, Gersen SL, Caelll M, Mc Guire NM. Rapid prenatal diagnosis of
chromosomal aneuploidies by fluorescence in situ hybridization: chinical expenence
with 4500 specimens. American Journal genetics, 1993;52:854-865.

34



