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ANTECEDENTES

Introducción:

Actualmente el diagnostico prenatai de anomalías cromosórnicas y desordenes
monogénicos esta basada en procedimientos invasivos, se han desarrollado
diferentes procedimientos que consisten en la obtención de tejidos o céluias de la
placenta, feto o liquido amniótico a través de inserción de una aguja guiada por
ultrasonido en el útero gestante. Las técnicas para el diagnostico invasivo son
relativamente seguras, este procedimiento conduce a un nesgo de perdida del
embarazo en una magnitud de alrededor del 1 % , si el procedimiento es realizado
con equipo técnico adecuado y un operador experimentado. Por otra parte se
están desarrollado estrategias con procedimientos no invasivos que no acarreen un
riesgo en si mismo para el embarazo. Inicialmente ia edad materna se ha usado
para estimar el riesgo de anomalías cromosómicas basado en el hecho de que el
nesgo incrementa con la edad, por lo que es necesario el desarrollo de técnicas
para un diagnostico confiable no invasivo, que eliminen cualquier nesgo para la
madre o el producto, especialmente en mujeres embarazadas consideradas de alto
nesgo para cromosomopattas.

La incidencia de alteraciones cromosómicas severas en los recién nacidos es
aproximadamente de 0.65% o sea 1:156 recién nacidos vivos (RNV), siendo ¡a
trisomía 21 (síndrome de Down) la más frecuente, con una incidencia aproximada
de 1:650 RNV. En segundo lugar las aneupíoidías de sexocromosomas con 1:1000
varones 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 señalar que la incidencia de alteraciones cromosómicas en relación a Sa
concepción es mucho más frecuente ya que se considera que más del 20-40% de
todas las perdidas gestacionales espontáneas del primer trimestre presentan
alteraciones cromosómicas; en estas, el 52% son tnsomías autosómicas, el 18%
es 45,X, e! 22% son pohploídías y el 7% otras alteraciones de tipo estructural o
mosaicismos. El cromosoma 21 es ei más pequeño de los cromosomas autosomas
y comprende el 1-1.5% de! genoma haploide y es el segundo cromosoma
secuenciado con el proyecto genoma humano.

Como se ha señalado las alteraciones cromosómicas más frecuentes son las
trisomías autosómicas y de sexocromosomas entre las cuales se encuentran ios
cromosomas 21,18,13 y de los gonosomas el X e Y.

Numerosos estudios han determinado que uno de los factores de nesgo para
aneuploidias es la edad materna avanzada cuyo nesgo es incrementado
importantemente hacia Sos 35 años (1).



Aspectos Históricos en el estudio de las arteupioidias:

E! síndrome de Down (SD) es e! primer desorden cromosómico descrito
clínicamente por el médico Inglés Jhon Langdon Haydon Down en 1866 del cual
proviene su nombre (2), siendo la causa más común de retraso mental. EN México
se presenta en 1:600-650 RNV.

Es en 1876 donde Fraser y Mitcheí! reconocieron que e! síndrome de Down se
generaba en la vida intrauterina lo cual indicaba un evento congénito. Es en 1914
que Goddard reporta que la recurrencia familiar no aumentaba. La asociación de
edad materna y SD fue notada desde 1909 por Suttleworth y ei concepto de no
disyunción cromosóm¡ca fue sugerido por Waardemburg en 1932 y es en 1934 que
Bleyer propone que la migración desigual de los cromosomas durante la división
celular puede originar tnsomías (3).

Es en 1956 que Tjto y Levan, trabajando con técnicas de cultivo de fibroblastos de
pulmón y determinaron que el número de cromosomas diploide es de 46 y no 48
así, en 1959 Lejeune demostró que un cromosoma extra acrocéntrico se presenta
en individuos con síndrome de Down, dando lugar a un número aneuploide de
cromosomas 47 (2).

En 1960 Polam examinó los cromosomas de un niño con síndrome de Down hijo de
una mujer de 21 años donde se presentaron 46 cromosomas con fusión de dos
cromsomas acrocéntricos (15:21) y en 1960 Penrose demostró que este evento
era de transmisión familiar y en 1961 Clark reporta a una niña de dos años con
inteligencia normal pero con estigmas fenotípicos de síndrome de Down
descubriéndose así la forma de mosaico con células normales y trisómicas. Con
esta breve historia integramos las formas cromosómicas que generan el síndrome
de Down, siendo la tnsomía regular la más frecuente en una proporción del 93 al
96% de ios casos. El mosaicismo con un 2 a 4 % y las transíocaciones
denominadas robertsonianas de un 2 a 5% . Actualmente los estudios moleculares
nos han permitido identificar duplicaciones de porciones criticas del cromosoma 21
que generan estigmas y comportamientos del síndrome de Down lo cual determina
que un pequeño desbalance génico, puede traducir el síndrome (4).

El feto o RN con trosomía 18 es menos común que la tnsomía 21. Sin embargo,
este concepto ha cambiado debido que después de llevar a cabo un estudio de
ultrasonido en donde se detecta malformaciones con retrasos de! crecimiento es
más común encontrar la tnsomía 18 como un desorden atogenético en cerca de
50% más frecuente que Sa triosomía 21. Mientras la tnsomía 21 es difícil
diagnosticar por ultrasonido prenatal, la tnsomía 18 y 13 son diagnosticadas en
virtud de los defectos encontrados en la imagen de ultrasonido en relación a
retardo del crecimiento, oligo o polhidramnios. La mortalidad intrauterina asociada
a la tnsomía 18 es muy alta, se calcula que el 2.5% de todas las tnsomías 18



sobreviven hasta el nacimiento. Los estudios moleculares utilizando marcadores
polimórficos indican que el cromosoma extra 18 es de origen materno en ei 90%
de los casos generado por un error en la no disyunción de la meiosis II
contrariamente a So que ocurre en ei caso de la tnsornía 21 donde el error materno
es en la meiosis I.

La trisomía 13 descrita por Patau en 1960 corresponde a un cromosoma extra
acrocéntnco del grupo Df generando múltiples malformaciones que en la mayor
parte de los casos es incompatible con la v¡da. Robinson en 1966 identifica que ei
cromosoma extra en la trisomía 13 es derivado materno en el 90% e los casos.

Las anomalías de sexocromosomas incluyen la rnonosornía X, la pohsomía de! X y/o
Y, en la mayoría de los individuos afectados no se detectan problemas ai
nacimiento, enfatuando que muchos cambios de¡ fenotipo se adquieren a través
del tiempo. E! origen parentaí de la no disyunción de los sexocromsomas como es
ei caso XXY donde el cromosoma X extra es igualmente heredado de ía línea
materna o paterna; en XXX el cromosoma X extra es materno en el 90% de los
casos; y en la monosomía; X el X paterno es ausente en el 80% de ios individuos
Turner. Recientes investigaciones sugieren que ei efecto dei origen parentaí
(impronta) es demostrado en estos casos. Cuando el X paterno es retenido, hay
evidencias de función cognoscitiva y verbal de alto orden con buena interacción
social. El nesgo de pohsomía del X aumenta con ia edad materna no así la
monosomía del X que es más frecuente en madres jóvenes. Una alteración de
cromosomas sexuales es diagnosticada en 1 en 250 amniocentesis, indicadas por
edad materna, superior a los 35 años siendo más frecuente en los estudios de
vellosidades coriales (4).

Diagnostico prenatal de aneuploidias:

Actualmente, el diagnóstico prenatal de anomalías cromosómscas y alteraciones de
un solo gen es basado en estudios o procedimientos invasivos. Diferentes técnicas
se han desarrollado desde 1960 para detectar este tipo de problemas. Los
procedimientos básicamente consisten en la obtención de una muestra de tejido o
células de la placenta, feto o líquido amniótico a través de ia introducción de una
aguja dentro de! útero gestante bajo una guía de ultrasonido. Aunque ios
procedimientos invasivos son relativamente de bajo nesgo, esto depende de la
experiencia del operador por lo cual el procedimiento conlleva el nesgo de pérdida
dei embarazo de cerca del 0.5 aS 1 %. Por otra parte, las alteraciones
cromosómicas mayores en recién nacidos vivos es aproximadamente 0.65%
incluyendo la trisomía 21 con una frecuencia de 0.12%. Por esta razón los
procedimientos invasivos son dirigidos a una población seleccionada de alto riesgo
para estas alteraciones como es ía edad materna mayor de 35 años o un hijo
previo con cromosomopatía o un USG anormal.



Es importante señalar que ei mayor número de nacimientos con alteraciones
cromosómicas en especia! tnsomías, se ubican en mujeres jóvenes, es por ello que
¡as estrategias de la ginecoostetricsa moderna orientan a ubicar o estimar el nesgo
de estas alteraciones cromosómicas utilizando métodos no invasivos, que no
coloquen en riesgo eí embarazo. El nivel de corte para nesgo por edad materna es
de 35 años que corresponde a 1:385 a término y 1-274 para el segundo trimestre
para trisomía 21.(Tabla 1)

EDAD MATERNA AL TERM ATERM1NO 2o TRIMESTRE OTRA

-1/828
- 1/526
, ,1/600

TABLA No.3. Cálculo de r iesgo por edad materna y edad gestacional para Síndrome de
Down a té rm ino y segundo t r imes t re como de ot ras cromosomopatías.



I.- Métodos Invasivos.

Los métodos invasivos se utilizan con el fin de obtener muestras fetales para
análisis diagnóstico e interfieren dentro de la unidad fetoplacentana. Suelen
realizarse solo en los casos en que hay un nesgo conocido de anomalía y en
ocasiones como resultado de la positividad de una prueba de tamizaje y siempre
después de asesoramiento genético. En global, las técnicas usuales para el
diagnóstico prenatal invasivo presentan un nesgo de pérdida del embarazo en una
magnitud alrededor del 1 % cuando es realizada con e! equipo técnico apropiado y
por un operador experimentado (5).

A) Biopsia de vellosidades córlales:

Esta técnica fue introducida en 1984 por Smidt/Jensen y Hahmeman la cual
consiste en la toma de tejido placentano a través del canal endocervical cuando la
placenta es posterior y transabdominai cuando es anterior. La obtención de la
muestra se realiza por aspiración o por corte en sacabocado y en cualquiera de los
dos casos anteriores, siempre se realiza bajo guía uitrasonografíca (5).

La bsopsía de vellosidades coriales se realiza entre ía semana 10 y 12 de gestación
y da la posibilidad del estudio cromosómico de tejidos placentano y funciona! de
las vellosidades coriales (5).

Las vellosidades coriales son una excelente fuente de ADN, aportando suficiente
material para la mayoría de las técnicas genéticas moleculares que no requieren
cultivo celular previo, eliminando así ei riesgo de contaminación materna en los
cultivos de células fetales (5). Sin embargo, pueden surgir dificultades en el
diagnostico y el asesora miento cuando se detecta mosaicismo cromosómico
Cuando se detecta un mosa¡cisrno a menudo se encuentra confinado a la placenta
(1.9%), mientras que el verdardero mosaicismo ocurre en un 1 %
aproximadamente de las muestras (5).

Este procedimiento ha tenido algunos reportes de efectos no deseables cuando es
utilizado, a parte de que técnicamente es mas complicado que la amniocentesis
además al realizarlo transcervicalmente, puede arrastrar flora vaginal y producir
infección (5). También se ha despertado cierta preocupación el hecho de que la
biopsia corial pueda en raras ocasiones producir defectos graves del desarrollo de
las extremidades (6,7). La OMS inició un registro internacional de los defectos de
las extremidades post biopsia coria! en 1992 (8). El estudio no mostró ninguna
diferencia respecto a la población control en la frecuencia global o patrón de
distribución de las alteraciones de las extremidades fetales. Actualmente se
considera razonable realizar biopsia de vellosidades coriales desde ía semana 11
en adelante con la certeza de que la técnica no incrementa el nesgo de presentar
defectos de las extremidades (9).



B) Amniocen tesis:

La amniocentesis (del griego "amnion", membrana que rodea ai feto, y "kenesis",
perforación), es un procedimiento que consiste en la punción de la cavidad
amniótica, por la vía transabdominal, con guía ultrasonográfíca continua; es el
procedimiento invasivo de diagnóstico prenatal más utilizado, el cual se ha
incrementado en los últimos años debido a la introducción del análisis atogenético
en el diagnóstico prenatal (5,10).

Schatz en 1881 fue el primero en proponer la amniocentesis, sin embargo Henkel
la llevó a cabo hasta 1919. En 1950 Bevis inició su uso para el manejo de la
entroblastosis fetal, posterior a esto ía técnica fue ganando aceptación en el
estudio de la isoinmunización maternofetai por presentar una morbilidad
maternofetal baja. En 1956 Fuchs y Rus demuestran que puede realizarse el
diagnóstico prenatal del sexo fetal a! examinar la cromatina sexual en las células
presentes en el líquido ammótico. Serr fue eí primero en examinar en forma directa
la cromatina sexual en células de líquido amniótico para determinar el sexo fetal.
En 1965 Klinger y después Steele y Breg en 1996 reportaron ios primeros estudios
de canotipo mediante cultivo de células de líquido amniótico (4).

Se clasifica de acuerdo con la etapa del embarazo en que se realice, se puede
clasificar en temprana (11 a 14 semanas), y tardía (15-26 semanas). Debe
realizarse en forma ¡deal entre ta semana de gestación 16 y 18 cuando hay mayor
número de células viables y líquido amniótico suficiente (250 a 500ml) (10).

Como requisitos para realizarla, la paciente debe estar informada del tipo de
procedimiento y nesgo, además de firmar una hoja de consentimiento por escrito,
se debe realizar también un ultrasonido previo para vitalidad fetal, volumen de
líquido amniótico, localización placentaria y revisión estructura! integral (10).

La morfología de las células halladas en el líquido amniótico es vanada. En la
muestra de líquido amniótico se encuentran diversas células, las cuales son fuentes
de ácido desoxirnbonucleico (ADN) necesario para el diagnóstico prenatal. Pueden
encontrarse células del amnios, piel, vías genitourinarias, aparato respiratorio y
tubo digestivo y en general todas presentaran el mismo canotipo. No es frecuente
que las células maternas contaminen los cultivos de líquido amniótico porque su
supervivencia es limitada y son sensibles al tratamiento con tripsina que se aplica
al material de estudio citogenético, sin embargo puede presentarse
ocasionalmente o cuando la muestra se contamina con sangre; por io que se
recomienda eliminar los primeros tres milímetros del líquido obtenido para evitar
esta posibilidad (10).



La hibridación in situ con fluorescencia (FISH) permite un estudio directo y rápido
del ADN de los cromosomas en interfase o puede emplearse en trastornos
rnonogénicos conocidos (por ejemplo, síndrome de Digeorge) (12). La reacción en
cadena de la pohmerasa (PCR) puede aplicarse a células del líquido amniótico no
cultivadas para determinar Rh fetal, e! antígeno Kel! y los antígenos plaquetanos, o
para la detección rápida de tnsomia 21 u otros problemas cromosómicos en el ADN
extraído (10).

Las alteraciones principales que pueden detectarse con estos métodos de estudio
(PCR,FISH) son alteraciones cromosómicas numéricas como monosomias y
tnsomías (síndrome de Turner, tnsomia 21), algunas alteraciones cromosómicas
estructurales (deieción, duplicación, inversión, translocación) (13).

Las contraindicaciones para realizarla incluyen actividad uterina, proceso infeccioso
materno a cualquier nivel; oligoamnios severo entre otras. Las complicaciones
pueden ser actividad uterina, ruptura prematura de membranas, hemorragia,
corioamnioitis, trauma de cordón o placenta, lesión fetal entre otras

El procedimiento no está exento de riesgos, tales como:

1. Aborto espontáneo: inferior de 1 cada 200 embarazadas 0 5%.
2. Conoamnioitis: 1 en cada 1,000 embarazadas.
3. Salida de líquido transvaginal: 2 cada 500 embarazadas (10).

Es indudable que los riesgos disminuyen al realizar el procedimiento bajo guía
ultrasonográfica continua, siendo este eí método que actualmente se realiza en
México (14).

I I . - Métodos No-Invasivos

Durante los últimos 30 años, investigaciones para lograr tener información del
estado de salud fetal han sido enfocados a métodos no invasivos, entre ellos se
encuentran el aislamiento de células fetales de sangre materna que puedan
proporcionar información principa i mente de! estado cromosómico fetal. Los
entroblastos son células que han tenido la mayor atención ya que son abundantes
en la sangre feta! en el embarazo temprano, estas células son extremadamente
raras en la sangre del adulto y su vida media es de aproximadamente de 30 días.
Tienen además el ADN necesario para realizar análisis genéticos (15), tienen
también la ventaja de que son las células más fáciles de identificar debido ai
desarrollo de procedimientos de tinción específicos para la hemoglobina fetal (16).
Las células del trofoblasto que se desprenden a la sangre materna desde las
vellosidades corionicas son eliminadas principalmente en el pulmón y no son
candidatas a su estudio cromosómico dado que son polinucleares (17) Los
iinfocitos fetales también pueden ser identificados en la sangre materna, su



número es muy bajo y su vida media es muy larga, ¡legando a permanecer por
mas de 20 años en la circulación materna; sumándose a Itnfocitos de embarazos
previos (18).

Cerca de 1 en 103~107 de células nucieadas fetales se encuentran en la sangre
materna. La proporción de células fetales de sangre materna podría ser de 1 en
10-100 obtenidas por métodos de aislamiento celular como es el aislamiento
magnético (MACS) o por fluorescencia con (FACS) utilizando anticuerpos
selectivos como es el CD71 que se une selectivamente a! receptor de ferntina
presente en la superficie de la membrana celular donde activamente se incorpora
el hierro (15). La técnica de FACS (separación celular por citometría de flujo) es
una técnica que separa físicamente las células fetales de las células maternas en
base a las características antigénicas de la pared celular. Se utilizan anticuerpos
monoclonales marcados con fluorescencia (inmunofluorescema). Esta técnica es
costosa y complicada pare su empleo en Sa practica clínica. La técnica de MACS
(rnagneoc activated cell sorting) se basa en las características inmunplogícas de la
célula. Utiliza anticuerpos monoclonales unidos a mícroperlas magnéticas (
mmunomagnetismo) y un separador celular magnético. Se trata de un método
relativamente simple y rápido mas fácil de impiementar en la practica ch'mca (19).

Las células aisladas e identificadas son factibles de utilizar para análisis
atogenético por técnica de fluorescencia por hibridación en situ (FISH). Las sondas
para identificación de los cromosomas específicos son DNA-cromosoma especifico
para los cromosomas involucrados en el mayor riesgo de aneuopioidías 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 división por lo que es la técnica ideal para los eritroblastos ya que
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 señales aun siendo trisómicas por lo que hay que contar
suficientes núcleos para determinar un diagnóstico adecuado (19,20).

A) Ultrasonografia:

La ultrasonografia con todas sus vanantes se ha convertido en la punta de la lanza
de la observación fetal. Con la mejoría en la imagen bidimensional basada en la
velocidad de repetición de cuadros y en las escalas de grises, esta tecnología que
utiliza como principio la emisión de ondas sónicas de alta frecuencia y su reflejo al
chocar con diferentes tejidos; permite no solo ía visualización de un embrión desde
la semana 5-6 de! embarazo, sino que a edades gestacionales tempranas se puede
realizar diagnósticos tan certeros como el de anencefalia (5).

La estrecha relación entre las anomalías cromosómscas y las malformaciones
estructurales justifica que un alto porcentaje de fetos con canotipo anormal



pueden ser identificados en el curso de un estudio ecográfico detallado Algunos
de estos defectos (denominados marcadores) son fácilmente detectados, pero
otros son variaciones de la normalidad que presentan una asociación más débil con
las cromosomopatias.

Planteada como técnica de tamisaje la exploración ecográfica requiere ta revisión
sistemática de ía anatomía feta! y la búsqueda de los marcadores ecográficos, de
entre ios que se destaca la medición de la traslucencia nucal en el primer trimestre
por su elevada capacidad predictiva. Otros marcadores ultrasonográficos para
cromosómopatia son dilatación pieEocaliciaE, hipercogenecidad intestinal, el foco
ecogémco intracardíaco, los quistes del plexo coroideo, el fémur y húmero
acortados, el acortamiento de la falange media del quinto dedo, el aumento del
ángulo iliaco, ía arteria umbilical única entre otros (21,22).

Se ha mencionado mucho acerca del abuso del ultrasonido, sin embargo aunque el
costo en personal y recursos es relativamente alto, toda mujer embarazada debe
verse beneficiada con esta tecnología, ya que e! diagnóstico anteparto permite en
algunas situaciones un tratamiento correctivo, un apoyo psicológico a la pareja y
un nacimiento programado en las mejores condiciones posibles (5).

No existe ningún reporte en la actualidad que establezca la presencia de efectos
teratogénicos por la exposición a ondas ultrasonográficas para diagnóstico durante
el embarazo. Se han mencionado riesgos potenciales identificados a altas
frecuencias de emisión y por tiempo prolongado como la cavitación y el incremento
de temperatura tisular, observados únicamente en estudios experimentales
(21,22).

B) Marcadores bioquímicos de aneuploidías:

Entre los años ochentas y noventas el estudio de marcadores bioquímicos
circulando en la sangre materna como son: alfafetoproteína, la gonadotropina
conónica y e! estrió! libre o no conjugado que integra la prueba del triple test,
este examen ha tenido gran acogida y permanece actualmente vigente. En adición
a este estudio ia imagenología feta! es fundamental desde el primer trimestre,
donde se identifica y se mide la trasiucencia nuca! la cual se asocia a aneuploidías
cuando se presenta > 3mm. Con estos estudios se detecta de un 60 a un 70% en
ei segundo trimestre, y de un 80 a 90% en el primer trimestre, io cual reduce Sos
procedimientos invasivos hasta en más de 15%.

Alfa-feto-proteina (AFP): La aSfafetoproteina fue el primer marcador bioquímico
utilizado en el tamizaje prenatal de malformaciones congénitas. En ei año 1974,
Wald y Brock demostraron la relación de niveles altos de AFP en el suero de las
madres gestantes portadoras de fetos afectados con defectos del tubo neural (23),



posteriormente, en 1984, Merkatz observó la correlación entre niveles bajos de
AFP en suero materno, durante el segundo trimestre de la gestación, y embarazos
de fetos afectados de aneuploidías. Al ser la concentración sérica de la AFP
independiente de la edad materna, fue posible la combinación de ambas y
constituir un nuevo método de screening prenatai de aneuplosdías. La AFP es un
marcador particularmente específico, pero poco sensible, para la detección de la
trosomía 21. Cuando se utiliza de forma aislada su sensibilidad es únicamente del
25% (24,25).

Gonadotrofina conónica humana (hCG): La hCG es una molécula compuesta por
dos cadenas o subunidades: alfa y beta. Ambas subuntdades coexisten en forma
ligada (hCG intacta) y iibre (fracción alfa hCG libre y fracción Beta hCG libre). La
molécula posee, en ia superficie, unos determinantes antigémcos que permiten su
cuantiflcaaón mediante las técnicas de inmunoensayo, se puede determinar tanto
los niveles de la molécuia 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 anomalías cromosomicas fetales (26).

En 1990 Muller y Boue evidenciaron la asociación de niveles bajos de hCG a
gestaciones con fetos afectados por trisomfa 18. Posteriormente en 1992, otros
autores publicaron la asociación de niveles bajos de la hCG con algunas tnploidías;
todo ello hace que la hCG sea considerada como el mejor marcador bioquímico, en
el segundo trimestre de la gestación, cuando se valora de forma individual. Su
sensibilidad global, para la detección de aneupiosdías, es de alrededor de un 40%
(27).

Además de la AFP y la hGC se han estudiado otros marcadores, como el estnol no
conjugado (uE3). En 1998, Canick demostró la asociación entre niveles bajos de
uE3, en suero materno, y gestaciones con fetos afectados por síndrome de Down
(27). En 1998 Waid propuso un programa para ei screening del Síndrome de
Down, basado en la combinación de la edad materna, y la concentración en suero
materno de AFP, hGC y uE3 (28).

Para mejorar la sensibilidad y especificidad actualmente se realiza la determinación
de los tres marcadores bioquímicos mencionados anteriormente y se combinan con
la edad materna avanzada y en algunos casos con hallazgos ultrasonograficos
específicos como el pliegue nucal. La metodología no es sencilla, y cada laboratorio
debe estandarizar sus mediciones tomando en cuenta la población que maneja, los
marcadores bioquímicos y la forma de representar los resultados, de lo contrario
se pierde mucha validez para el diagnóstico prenatal.



MARCO TEÓRICO DEL ESTUDIO

SEPARACIÓN MAGNÉTICA DE CÉLULAS FETALES

El descubrir la presencia de células fetales en la sangre materna no es algo
nuevo,en 1893 Schmorl identifico trofobiastos en tejido pulmonar de mujeres que
murieron por eclampsia (29). En 1959 60 años después, Douglas reporto que al
tomar una muestra de la vena uterina transcesarea se encontraron trofoblastos en
8 de 13 pacientes (30). En los años postenores y aún en esa década Kleihauer
demostró la presencia de eritrocitos fetales presentes en la sangre materna (31).
En 1969 Walknowska y colaboradores reportaban la presencia de células con
mitosis XY en la circulación sanguínea de mujeres embazaradas (32). Sin embargo
es al Dr. Schroder en 1975 a! que se le reconocen resultados reprodúceles y
validos al detectar células fetales (hnfbcitos) usando como marcador citogenético
al cromosoma Y observándolo por microscopía De esta manera podía saber el
sexo fetal y confirmarlo al nacimiento (33).

En 1992 se describe el uso de la técnica de MACS (magnetic acitivated cell sorting)
para la extracción de células fetales, además se inicia el uso de! anticuerepo CD71
como marcador genético. Esta técnica es actuaimente la mas utilizada a mvel
mundial para la extracción de células fetales (34). El siguiente año se aplica la
técnica ele FíSH (hibridación in situ con mmunofluorescencia) para detectar
aneuploidias fetales como la tnsomía 18 y 21, se determina también que las
células fetales no persisten en los embarazos posteriores (35) y en 1997 se
determina que los antígenos de superficie reconocidos por los anticuerpos
monodonales disminuye conforme se incrementan las semanas de embarazo (36);
también se reporta que ei CD71 es altamente expresado en células nucieadas en
el crecimiento temprano fetal y sugiere que ei receptor de la transfernna CD71 es
muy susceptible de ser detectado con el anticuerpo correspondiente para el
aislamiento de células fetales en el inicio del embarazo (37). Adicional mente se
demuestra que los fetos con aneuplosdias expresan mayor transferencia de células
fetales en la sangre materna que los fetos sanos (38). Con la experiencia
acumulada en los diferentes centros, el National Institute of Chiíd Healt and
Human Development Fetal Ceil Isoíation Study (NIFTY) creado en 1994 reporta
que en la tasa de falsos positivos de los diferentes métodos no invasivos
(principalmente el ultrasonido) de diagnóstico prenatal es de 5% a 20%, mientras
que los falsos positivos obtenidos en los diferentes grupos que utilizan el
aislamiento de células fetales es de 1 % . Esto indudablemente permite disminuir ei
impacto emociona! a las pacientes (39).

Con la evidencia a favor, el estudio de células fetales continuo avanzando, en
España por ejemplo logran predecir el sexo fetal en 59 casos, además de
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corroborar las aneuploidias al nacimiento (40). Ya en el inicio de la presente
década el Dr. Yang YH realizó aislamiento de células fetales por medio de la
técnica de MACS usando como marcador genético los receptores CD71,
posteriormente realizaron FISH a ias células aisladas, se estudiaron 65 casos
obteniendo una sensibilidad de 100% y especificidad de 91.7% en la detección del
sexo fetal (41), y en eí 2001 se establece finalmente que las semanas ideales para
realizar el estudio de las células fetales son de la 12 a 15 semanas (42).

Aspectos importantes de la técnica de MACS:

Con MACS, la separación celular se realiza fácil y rápido. Las céluias en suspensión
son separadas con una alta pureza acorde a sus antígenos de superficie en
minutos. MACS fue desarrollado en 1988 en el Instituto de Genética de la
Universidad de Cologne, es un sistema para pre-enriquecer Sas células y después
separarlas y clasificarlas. Desde entonces la compañía Miltenyi Bioetsc trabaja
continuamente para e! perfeccionamiento de la misma.

Con la tecnología de MACS se pueden separar alrededor de 1011 células en un
paso. Las células están marcadas con anticuerpos magnéticos en
aproximadamente 10 minutos. La tecnología 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 describió, existen grupos de trabajo en todo el mundo que han
enfocado sus esfuerzos para hacer que esta técnica sea aplicable en la clínica en
un futuro cercano, actualmente su sensibilidad y especificidad son de 70 a 75% y
sus falsos positivos de 1 a 2%; se espera que a corto plazo su sensibilidad
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 logró la identificación no invasiva del grupo sanguíneo RH
fetal. En este trabajo la separación de células fetales se efectuó mediante el
empleo de anticuerpos monoclonales que reconocen los marcadores:
CD14-t-,CD45+ y CD71+ utilizando la técnica de separación magnética (MACS). El
DNA genómico se extrajo a partir de ios eritroblastos fetales recuperados por la
separación celular magnética, mediante una técnica de extracción salina. Se
utilizaron dos iniciadores para la detección simultánea de los genes RhD y RhCE.
Se obtuvo una sensibilidad diagnóstica del 89% y una especificidad diagnóstica del
100% (43).
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En los últimos cuarenta años se han publicado múltiples trabajos sugiriendo
primero y confirmando después, ia presencia de células nucleadas procedentes del
feto en la circulación periférica de mujeres embarazadas. Sin embargo, los
resultados publicados durante los primeros años de investigación fueron pocos
aientadores(44). Actualmente, gracias a los avances realizados en las áreas de la
inmunología (anticuerpos monoclonales), de la separación ceiuiar (fluorescence
activated ceil sorter o FACS, magnetic activated celi sorter o MACS) y de la biología
y citogenética molecular (reacción en cadena de ia poíímerasa o PCR, hibridación
m situ fluorescente o FISH), resulta posible estudiar y caracterizar las diferentes
poblaciones celulares fetales presentes en la circulación periférica de la mujer
embarazada (15).

A inicios de los 1990's, se utilizó reacción en cadena de la pohmerasa {PCR) para
amplificar secuencias del ácido desoxirribonucleico (DNA) especifico al cromosoma
Y en sangre materna de mujeres embarazadas con productos masculinos,
demostrando que células fetales existen en sangre materna(38). El análisis de
estas células con ia técnica de FISH con sondas específicas para identificar células
fetales tnsónmcas o masculinas en sangre materna se ha utilizado con éxito
Las principales líneas de células fetales que se han aislado de la sangre materna
incluyen,

Ünfocitos Fetales.

La detección temprana de linfocitos fetales en sangre materna, es referida por
Faust y cois, en 1976 a las 7-8 semanas de embarazo. La proporción de ünfocitos
fetales en sangre materna oscila entre 0.01 % y 3.7 % estimándose que la
relación entre linfocitos fetales y maternos varía entre 1/800 y 1/60,000(32). Sin
embargo el aislamiento de los hnfocitos fetales de sangre periférica materna
mediante anticuerpos monocíonales anti HLA, presenta tres grandes dificultades.
Por un lado, el gran polimorfismo de los locus HLA hace que ía selección del
anticuerpo sea especialmente difícil. Por otro lado, la necesidad de identificar ios
antígenos celulares parentales previamente al aislamiento de las células fetales,
convierte al método en demasiado largo y costoso para la práctica clínica. Por
último la falsa paternidad es un punto importante a tener en cuenta, si el
aislamiento de células fetales se realiza únicamente con base a los locus HLA
paternos(33). Los linfocitos pueden permanecer después de un embarazo o aborto
previo, provocando errores en la detección de diagnósticos. La persistencia de
linfocitos fetales en la circulación materna puede ser de un período de tiempo
superior a cinco años post parto, haciendo que esta población ceiuiar fetal no sea
Sa más idónea para el diagnóstico prenatal no invasivo (32).
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Células trofoblásticas.

Las células trofoblásticas son células fetales multinucleadas procedentes de las
vellosidades coriaies, que están en íntimo contacto con la circulación materna. En
1982, Goodfeliow y Taylor publican el aislamiento de células trofoblásticas en
sangre periférica materna usando un anticuerpo microvellositano antitrofoblástico.
Se cree que a partir del segundo mes de embarazo, la tasa por día de células
trofoblásticas que migran desde las vellosidades coriaies a la circulación materna
es de 100.000, estimándose que su dilución en la población de leucocitos maternos
es de 1:10(16). A pesar de que las células trofoblásticas son la población celular
fetai que más tempranamente se pone en contacto con la circulación materna, y
probablemente también es el grupo celular fetal con mayor representación en el
torrente sanguíneo materno, su utilización en el diagnóstico prenatal no invasivo
presenta varios problemas: la posibilidad de una discrepancia genética entre el
trofobtasto y el feto, y el aspecto multinucleado de las mismas, que puede
representar un problema a la hora de la interpretación y análisis genético de
dichas células (17).

Eritroblastos fetales.

Los eritrobtastos representan una población celular diana ideal para los
experimentos de aislamiento y detección de células fetales a partir de la circulación
materna, dado que en muy raras ocasiones circulan en sangre periférica de adultos
normales, estando presentes en cantidades considerables en la circulación
fetal(15). Dado que los entroblastos nucleados son raros en la circulación adulta,
aquellos que se aislen de la circulación periférica materna durante el embarazo,
seguramente habrán derivado del mismo (38).

Las células fetales se encuentran en concentraciones muy bajas (1 célula fetal en 1
x 104 a 1 x 107 células maternas), se encuentran en etapas tempranas del
embarazo, son mononucleadas, y su vida media es corta (25-35 días) lo que
imposibilita que sean detectadas en embarazo subsiguiente, por lo tanto la
separación celular por citometría de flujo posibilitó la identificación y análisis de
eritroblastos fetales por la técnica de hibridación m situ fluorescente o FISH.
Aunque se han detectado trisomías especificas, se debe realizar un diagnostico
prenatal efectivo de las aneuploidías más comunes (que involucran los
cromosomas 13, 18, 21, X y Y ) en la población (4).
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JUSTIFICACIÓN

Eí objetivo del diagnóstico prenatal es obtener información bioquímica, genética y
fisiológica acerca del feto. En ios 1970's el diagnóstico prenatal surgió como una
posibilidad médica y en los 1980's e! desarrollo de la tecnología disponible se
estandarizó para todas las pacientes con indicaciones definidas, principalmente
aquellas con factores de riesgo general como la edad materna mayor a 35 años a!
momento del nacimiento del producto, escrutinios hormonales anormales en el
suero materno, factores específicos como anormalidades detectadas por
ultrasonido, un hijo previo afectado por una cromosomopatía, óbito previo o
muerte neonatal temprana, miembros de ia pareja portadores de trastornos
recesivos o abortos recurrentes.

Todas las mujeres tienen riesgo de presentar embarazo con alguna anomalía
cromosómica. Este riesgo inherente se incrementa con la edad materna y
disminuye con el transcurso de la gestación. E! diagnóstico prenatal invasivo ha
estado disponible por más de 30 años. Estos procedimientos presentan un nesgo
tanto para la mujer como para e! feto, aproximadamente la mitad de las mujeres
mayores de 35 años asumen dicho riesgo. Por lo que es importante el desarrollo
de una prueba que se pueda realizar durante el primer trimestre del embarazo y
que no represente nesgo para la madre ni para el feto. La habilidad de
diagnosticar cromosomopatías (aneupioidías de cromosomas 13, 18, 21, X e Y) en
e! feto continua incrementándose con el avance tecnológico con io 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.

15



OBJETIVOS

l.-Desarrollo de un método no invasivo con alta sensibilidad y especificidad para
el diagnóstico prenatal de aneuploidías.

2.-Aisla miento de eritroblastos de sangre materna perifénca y determinación del
origen fetal de los mismos.
3.-Comparación de pruebas diagnosticas prenatales ya establecidas como la
amniocentesis y marcador triple, con procedimientos no invasivos como
aislamiento de eritroblastos fetales y FISH, para e! diagnostico prenatal de
aneupioidías.
4.-Evaluar sensibilidad, especificidad y valores predictores del diagnostico prenatal
no invasivo.
5.-Evaluar las aportaciones del diagnostico prenatal no invasivo.



HIPÓTESIS

La evaluación prenatal temprana (9 a 13 semanas de gestación) de células fetales
en sangre materna, en pacientes con embarazo de alto nesgo para
cromosomopatías es un procedimiento diagnostico prenatal no invasivo, sin riesgo
para la madre o el producto, con mayor especificidad y sensibilidad que las
pruebas diagnosticas prenatales ya establecidas como la amniocentesis.
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MATERIAL Y MÉTODOS

L-Metodoíogía:

Mediante un modelo descriptivo, prospectivo, transversa! y observacional se
estudió al binomio madre-feto para demostrar la capacidad de aislamiento de
células fetales por medio dei anticuerpo CD71 y la separación celular magnética
con la técnica de MACS.

El trabajo se dividió en dos etapas:

Primera: se establecieron las condiciones necesarias para la separación de las
células fetales presentes en la circulación materna.
Segunda: se comprobó que ¡as células aisladas fueran fetales por medio de
microscopía mediante la tinción con Wnght en frotis.

Universo

Mujeres embarazadas que acuden a ía consulta de diagnóstico prenatal del
Instituto Nacional de Pennatología, La edad seleccionada fue de 35 a 41 años
por su nesgo de cromosomopatía y que se encontraran en la semana 12-14 de la
gestación por FUM o USG.

Tamaño de la muestra

El estudio se considero como piloto para ia estandarización de la técnica y la
compra de los insumos. La muestra consistió de 5 pacientes.

Criterios de inclusión, no inclusión y exclusión

i.-Inclusión:

Mujeres embarazadas con edad mayor a 35 años que cumplan criterios para
ingresar a la clínica de diagnóstico prenatal.
Consentimiento verbal y escrito para participar en el estudio.
Embarazo del primer o segundo trimestre.

2.-No inclusión:

Negativa a participar en el estudio



3.- Exclusión:

Mujeres embarazadas que no cumplen criterios para seguimiento en la consulta de
diagnostico prenatal
Embarazo del tercer trimestre

Variables en el estudio

1.- Edad
Años en el momento del embarazo actual y de la toma de la muestra sanguínea
(información obtenida de interrogatorio directo)

2." Antecedentes ginecoobstetncos:
Número de gestaciones, cesáreas, partos y abortos. Número de productos
malformados previos, o con alteraciones cromosómicas. (información obtenida de
interrogatorio directo).

3.- edad gestacional:
Semanas de gestación por amenorrea segura y confiable en el momento de la
toma de la muestra sanguínea materna o bien de acuerdo al ultrasonido en edades
gestacionaies inciertas (información obtenida de interrogatorio directo y
expediente).

Recolección de datos

Se recolectaron los datos por medio de interrogatorio dirigido y se vació la
información obtenida en un formato de historia clínica diseñado especialmente, se
les asignó un número así como a la muestra sanguínea y se continuó el
seguimiento deí embarazo.

Aspectos éticos

Es una investigación de nesgo mínimo, se contó con la firma de autorización de la
paciente para ingresar al protocolo.

Etapa Uno

Se recolectaron muestras sanguíneas maternas mediante el sistema vacutainer en
4 tubos de 5ml con anticoagulante K3 EDTA (compañía becton Dickinson). La
muestra consistió en 20ml de sangre total obtenida por punción venosa en la vena
antecubital, con una aguja calibre 21 (figura 1).
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Figura 1
Tubo falcon de 50mI con 20ml de sangre materna en que se diluye la muestra 1 1 con
solución fisiológica

Se vacía la muestra sanguínea (20ml) en un tubo Falcon de 50ml y se diluye 1:1
con 20ml de solución fisiológica al 0.9% de NaC! (fig 1), ía solución se vierte
lentamente por las paredes del tubo para no dañar ias células, se agita eí tubo
suavemente por 2 minutos. La muestra diluida se coloca en 6 tubos Falcon de
15ml, se agrega ünfoprep en relación 2:1 (3rnl de ünfoprep con 6mí de sangre
diluida). Este paso de ia técnica se denomina gradiente de Rcoll (figura 2). El
Ünfoprep es un polisacarido (densidad 1.077 gr/m! a 20 grados centígrados) que
permite separar de acuerdo ai tamaño y peso molecular de los componentes
celulares de la muestra por el principio de migración, al centrifugarse la muestra
las células mononudeares (monoatos, línfoatos y entrobiastos) quedan en la capa
superior y los eritrocitos maternos con las plaquetas en la inferior.

n ~ ¡

Figura 2
El tubo A contiene en su porción inferior la solución Linfoprep, en la parte superior se
coloca la sangre materna evitando en todo momento que se mezclen las fracciones El tubo
B contiene a los entrobiastos fetales en la interfase entie el linfoprep y los cntiocitos
maternos
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Se colocan ios 6 tubos en una centrifuga Beckman GS-6R con un rotor modelo
798-3570 y se centrifugan por 20 minutos a 2,500rpm, sin freno y a temperatura
ambiente.

Se obtienen dos fracciones celulares, la mterfase contiene mononucleares
maternos y entoblastos fetales, la inferior contiene eritrocitos maternos y
plaquetas (figura 2 y 3).

Entroblasíos

Figura 3
Una vez centrifugada la muestra con el gradiente de Ficoll, se identifica ]a mterfase en
donde se encuentran los monocitos y hnfocitos maternos, además de los entrobiastos
fetales

Se extrae la mterfase con una pipeta Pasteur evitando mezclarla con la inferior, se
colocan las células de la interfase un tubo Falcon de 50ml, se diluyen 1:5 con
solución Buffer PBS1X (Sol Buffer PBS IX a pH 7.2) y se "lavan" las células, se
centrifugan en una centrifuga Beckman GS-6R durante 5 minutos a 3000rpm a
temperatura ambiente.

Se obtiene un botón celuiar en el fondo del tubo (figura 4), se decanta el
sobrenadante con cuidado sin perder el botón celular, se resuspende el mismo en
imí de una solución (EDTA 2mm 30ml, mas BSA 0.5% 30ml).

Botón celular con
mononucleares matemos y
cntioblastos

Figura 4
Postenor a la centrifugación, se obtiene el botón celular en el fondo del tubo
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Se procede a realizar un conteo celular en una cámara de Neubauer (0.0025
mmcuadrados marca Mari Enfeld) tomando lOul de ia muestra celular mas 90ul de
azul trípan ai 0 . 1 % , se mezclan y tomando lOui de la solución ios cuales se
colocan en la cámara de Neubauer (figura 5).

Células con
azul de tnpan

Cámara de
Neubauer

Figura 5
Las células teñidas se colocan entre la cámara de Neubauer y el cubreobjetos para poder
proceder al conteo de las mismas

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

Ei siguiente paso consiste en la selección de los erttroblastos fetales por medio del
receptor de transfernna presente como antígeno de superficie en la membrana
celular del entroblasto. Se procede a favorecer la unión del anticuerpo CD71 que
es selectivo para este receptor de transferrina, este anticuerpo tiene la propiedad
de estar unido a una microesfera magnética. En nuestro trabajo se selecciono el
anticuerpo CD71 porque como ya se describió antes, este anticuerpo es el mas
especifico para unirse a los receptores de ferritina en la membrana presentes en
los eritroblastos de las células fetales (figura 6).

Entrobiasto
Con recepto!
ParaCd71

AcCd71 con
rmcroperla
magnética

Figura 6
Entroblasto con el antígeno de superficie ai cual í>e une e! anticuerpo CD71 Este
anticuerpo se encuentra unido a una microesfera magnética que permite separar a la céiula
fetal de las demás células al exponerla a un campo magnético
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Por cada 10,000,000 de células vivas se agrega al homogeneizsdo celular 8ul del
Buffer PBS y 20mcI del anticuerpo CD71 y se incuba a 4 grados centígrados por 20
minutos. Se pasa la solución a un nuevo tubo falcon de 50ml y se agrega 20 veces
de! volumen de Buffer PBS y se "lava el concentrado celular", se centrifuga
nuevamente con las condiciones ya descritas y se obtiene un nuevo botón ceiuiar,
se decanta el sobrenadante desechando el anticuerpo que no se haya unido a las
células fetales y se resuspende el botón celular con I mi de Buffer {PBS +
EDTA2mm+BSA 0.5%).

Se escoge la columna apropiada del MACS (columna MS+/RS+) y se coloca en el
MACS junto con el tubo colector. Se lava el sistema con 3rnl 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 metálica
se adhieren a la misma (fracción positiva) por el efecto del campo magnético
creado por el imán incluido en el equipo MACS. Las células mononucieares y
hnfocitos maternos no marcadas con el anticuerpo pasan libremente por la
columna ferromagnética y se recolectan en un tubo (fracción negativa). Figura 7.

Columna
ferromagnctica

E; '

"-,
1
üü

iii
H

883

i1
Campo
magnético

r

Células fetales
en la fracción
positiva

Células maternas en
la fracción negativa

Figura 7
Las células fetales marcadas con el anticuerpo CD71 marcado con una esfera magnética, al
pasar por la columna metálica y exponerse al campo magnético son separadas en dos
fracciones" la fracción positiva y la fracción negativa

Lo que se obtiene del paso anterior son dos fracciones, la primera que contiene las
células fetales marcadas con el anticuerpo CD71 a la que llamaremos fracción
positiva, y la segunda que contiene la fracción celular no unida al anticuerpo que



se llama fracción negativa. La fracción positiva que es la que nos interesa tiene la
ventaja de ser ía manera más directa de aislar ías células fetales, en esta fracción
raramente se afecta la función de las células o su viabilidad. Se puede obtener una
selección celular con un alto grado de pureza con un solo paso de las células a
través de la columna magnética.

Segunda etapa:

Se realiza un frotís con las células fetales que lograron separarse. Se tiñe el frotis
con la técnica de Wnght y se observan bajo microsocopía directa (microscopio
Nikon Labophot-2 al aumento 40x). A continuación se describen ¡a cadena de
diferenciación que siguen los eritroblastos fetales y que por su morfología
característica nos permiten identificarlos en el frotis.

Pronormobiasto: ésta es la primera célula reconocible como perteneciente a la
célula entroide. Mide 12 a 29mcm de diámetro y se distingue de! mielobiasto por
su citoplasma muy azul, que suele ser sólo una estrecha orilla en torno del núcleo
relativamente grande; muchas veces se tiñe en forma despareja y puede presentar
un halo pennuclear. El núcleo consiste en una red de riendas de cromatina
distribuidas con uniformidad, que le imparten un aspecto finamente reticular. Se
tiñe de un color purpura rojizo y contiene varios nucléolos más oscuros.

Normoblasto inicial: Existe una gran semejanza entre esta célula y el
pronormoblaste; su diámetro varia entre 10 y 16mcm. E! núcleo es relativamente
grande, muy tingible y las riendas de cromatina son más gruesas que en el
pronormobíasto, de modo que ¡e confieren un aspecto más grueso; no suelen
verse nucíéoíos.

Normoblasto intermedio: En esta célula, que mide 8 a Hmcrn de diámetro, eí
citoplasma presenta una reacción Üntorial policromática, es decir, tendencia a
tomar los colorantes básicos y ácidos, de modo que le imparten tinte purpúreo que
se torna más actdófilo a medida que la céluia madura porque empieza a aparecer
hemoglobina. El núcleo ocupa una parte relativamente más pequeña de! total y
disminuye de tamaño a medida que ía célula envejece; ahora se tiñe intensamente
y la cromatma está dispuesta en grumos (46).

Una vez comprobado que las células aisladas sean fetales, se procede a realizar la
técnica de FÍSH (hibridación in situ con inmunofluorescencia) en núcleos en
ínterfase, no cultivadas empleando un kit de sondas multicolor de los crosomomas
21,18,13 X e Y para detectar aneupioidías cromosomicas en fetos con alto riesgo
de cromosomopatia. Las sondas empleadas son ADN especificas para cromosomas
y son elaboradas para un íoci, el centrómero, un cromosoma completo o bien para
telómeros. Se utilizan sonda de AneuScreen de Vysis que identifica cromosomas
en células sin cultivar en ¡nterfase, permitiendo conocer el número de señales de
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ios cromosomas 21,18,13 X e Y y obtener un diagnóstico prenatal en un lapso de
48-72 Horas.

Las células colectadas ai final del proceso de separación magnética son sometidas
a un tratamiento enzimático con tripsina, solución hipotónica y fijadas en Carnoy.

Posteriormente se realiza el proceso de desnaturalización, hibridación y tinción de
ios núcleos. Las preparaciones se analizan con un microscopio de epifluorescencia,
ejecutando un registro de las señales para cada cromosoma. Se analiza un mínimo
de 100 núcleos para cada paciente a ciegas (47,48,49). Los resultados que
pueden obtenerse en la diferentes variedades de aneuploidías se muestran a
continuación (figura 8):

iZ
A

Cromosomas 21
marcado en azuí

Foro B
Cromosomas iS
marcados en rojo

Figura 8
En La foto A se observan 3 cromosomas 21 en el núcleo de la célula fetal con el
diagnóstico de (risomía 21, en la foto B se observan tres cromosomas 18 con e¡ diagnóstico
detnsomía 18

25



RESULTADOS

Se tomaron muestras de 5 pacientes embarazadas, la edad materna fue en
promedio fue de 35.4 años con un rango de 35 a 41 años. Todas las muestras se
tomaron por ¡a misma persona con la técnica ya descrita y se procesaron de
acuerdo al protocolo descrito para la separación celular con la técnica de MACS.
Tabla 1
Edad de la paciente
35
36
37
39
41

Edad qestaaonai en semanas
12
10
13.2
11.5
9

Al realizar el conteo de las células vivas (que en ese paso de la técnica incluyen a
mononucleares maternos y eritroblastos fetales) el promedio 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
Paciente
1
2
3
4
5

Cétuías vivas
, 16,900,000
17,500,000
18,100,100
19,300,000"
20,400,000

Células muertas
500,000
4O0J00

^00,000
1000,000
800,000

% de viabilidad
97
97
94
95
96

A! visualizarías bajo microscopía directa un frotis de sangre total con ¡a tinción de
Wnght se pudo observar células mononucleares maternas que sirvieron como
control negativo para diferenciar !a morfología de estas células comparadas con los
eritroblastos fetales, (figura 9)

Figurs 9 PoiijuorfbnucJcar maícni
MÍ moifbíogta ¡Htdtídí cUi'

26



Finalmente ai realizar la misma tinaón a las células aisladas mediante el anticuerpo
CD71 y la técnica de MACS se pudo observar y demostrar ia presencia de
eritrobíastos fetales en tas 5 muestras analizadas. En todos los casos se pudo
observar la presencia de los núcleos celulares de los eritroblastos fetales y en
algunos casos el citoplasma, la membrana ceiufar no (ogro permanecer intacta en
el frotts (figura 10 y i l )

\¡ ' ' ' / \
Vista panorámica de
ios entrobatstos
fetales al I0\

Hgura 10
Puede observarse en esta microfotografía la presencia de 6 entroblastos fetales dispei sos en
el campo

EjiírobJasto fetal
coa su morfología

Figura 11
Se observa la morfología nuclear del erítroblasto, no se aprecia !a membrana
ceíufar.

Entoblasto, dentro de su morfología en esta microfotografía resalta su citoplasma
muy azul, que suele ser sólo una estrecha orilla en torno del núcleo relativamente
grande, el núcleo consiste en una red de riendas de cromatina distribuidas con
uniformidad, que le imparten un aspecto finamente reticular. Se tiñe de un color
purpura rojizo y contiene varios nucléolos más oscuros. La membrana celular no
logro apreciarse en ninguna de las células fetales encontradas.



DISCUSIÓN

En base al trabajo realizado en el laboratorio y los resultados obtenidos , el
método propuesto de aislamiento de células fetales presentes en una muestra de
células en sangre materna a por medio de un gradiente de densidad, en
combinación con la separación celular magnética usando marcador CD71 se
presenta una sensibilidad cercana al 90% y una especificidad del 100%.

Mediante el uso del gradiente de FÍCOÜ se logro separar dos fracciones celulares
que permitió obtener mononudeares maternos y entroblastos fetales, al analizarías
bajo microscopio con azui tnpan pudo demostrarse un numero elevado de células
vivas con un porcentaje de viabilidad de 95.8%. Al usar el anticuerpo CD71 y la
técnica de separación celular magnética con la técnica de MACS se logro aislar
células fetales en todos los casos, mismas que se identificaron por microscopía; sin
embargo la ausencia de la membrana celular nos obliga a detectar el paso de la
técnica en la cual se pierde; aunque no hay duda de que las células obtenidas sean
fetales debemos preservar en lo posible su morfología completa.

Algunos estudios varían en cuanto al número de células aisladas por este método
que pueden llegar de 13 entroblastos por cada lOml de sangre materna (47).
Algunos autores recomiendan el uso de un gradiente de triple densidad de Ficoll-
Hypaque para lograr un mejor enriquecimiento de las células fetales que puede dar
un rendimiento tres veces mayor a lo obtenido por separación en directo de las
células fetales por MACS (35). Como puede observarse las alternativas y
modificaciones de la técnica son motivo de continuar estandarizando para obtener
el mayor número de estas células que hasta la fecha han sido escasas.

El seleccionar eritroblatos como célula ideal para el estudio de aneuploidías fetales
es que tiene la ventaja de una vida media de 35 a 75 días en la circulación
materna y pueden obtenerse después de la semana 10 de la gestación, en muy
raras ocasiones circulan en sangre periférica de adultos normales pero están
presentes en cantidades considerables en la circulación fetal. Dado que los
entroblastos nucieados son raros en la circulación adulta, aquellos que se aislen
de la circulación periférica materna durante el embarazo, seguramente habrán
derivado del mismo (47). En el caso de ios linfocitos, la persistencia de linfocitos
fetales en la circulación materna puede ser de un período de tiempo superior a
cinco años post parto, haciendo que esta población celular fetal no sea la más
idónea para el diagnóstico prenatal no invasivo (32). A pesar de que las células
trofoblásticas son la población celular fetal que más tempranamente se pone en
contacto con la circulación materna, y probablemente también es el grupo celular
fetal con mayor representación en el torrente sanguíneo materno, su utilización en
el diagnóstico prenatal no invasivo presenta vanos problemas: la posibilidad de
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una discrepancia genética entre el trofoblasto y e! feto, y el aspecto multinucleado
ele las mismas, que puede representar un problema a la hora de la interpretación y
análisis genético de dichas células (30).

Por lo tanto ¡a identificación de entroblastos fetales en sangre materna y la
posibilidad de conocer la constitución cromosómica en relación a las aneuploidías
más frecuentes es actualmente uno de ios métodos de diagnóstico prenatal no
invasivo que evitaría la amniocentesss y el nesgo de complicaciones asociadas ai
procedimiento así como el tiempo para el análisis de resultados que va de 2 a 3
semanas, por otra parte ia amniocentesis puede constituir una importante fuente
de angustia materna que influye en la decisión de practicarse siendo en muchos
casos negativa ante la suma de los factores antes mencionados.

Es por ello que el diagnóstico prenatal genético no invasivo permitirá la evaluación
temprana de ia condición fetal en un corto periodo de espera para obtener
resultados.

Esperamos poder llegar a utilizar esta técnica por el costo beneficio que implica y
que pueda ser aplicable a gran escala dentro de ia población de nesgo

ESTA TESIS NO SAI,*
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CONCLUSIONES

Pueden aislarse céíuías fetales de la sangre materna en mujeres embarazadas
tomando ía muestra en el primer y segundo trimestre del embarazo, usando el
anticuerpo CD71 y la técnica de separación celular magnética (MACS). Los
entroblastos obtenidos pueden ser utilizados para realizar diagnostico prenatal por
medio de técnicas de atogenética molecular. Es necesario establecer los
parámetros ideales dentro de !a técnica que permitan no causar destrucción a la
morfología del entroblasto fetal, que fue lo que nos aconteció y no era prudente
utilizar las sondas de FISH para no perderlas. Es necesario ampliar el número de
pacientes para estandarizar ía técnica, una vez establecidas las condiciones ideales
de la misma se podrá dar el siguiente paso al realizar diagnóstico por medio de las
células fetales obtenidas y comparar los resultados con los obtenidos por
amniocentesls como validación de los resultados por ser actualmente el estándar
de oro.
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