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RESUMEN

El diagnéstico prenatal es una practica obstétrica comuan en varios paises. Sin
embargo, los métodos convencionales (aminocentesis y vellosidades coriénicas)
para obtener tejido fetal para el analisis genético son invasivas y presentan
algunos riesgos y complicaciones al embarazo, existen otras no invasivas como
la ultrasonografia y los marcadores bioquimicos, pero no son concluyentes. Fue
en 1997 cuando Lo y colaboradores demostraron por primera vez la presencia
del DNA fetal libre de células en plasma y suero materno, lo que abri6 la
posibilidad de varias aplicaciones diagnésticas no invasivas, entre las que se
encuentran: determinacion de sexo, Rh y aneuploidias. Actualmente el método
comun para la deteccion de sexo del bebé es la ultrasonografia realizada a las
22 semanas de gestacion, siendo ésta una técnica dependiente de la posicién
del bebé y la experiencia del profesional de quien la realiza. En el presente
proyecto se estandariz6 un estudio diagnéstico, para detectar el sexo fetal en
mujeres embarazadas a partir de la octava semana de gestacion, empleando
sangre periférica de dichas mujeres, de las cuales se extrajo el DNA fetal.
Posteriormente, mediante el uso de la técnica de PCR tiempo real, se realiz6 un
analisis cualitativo de 2 genes, uno de los cuales esta localizado en el
cromosoma Y (SRY) y un gen constitutivo (GAPDH). Los resultados obtenidos
de nuestro estudio demostraron una sensibilidad para detectar el gen SRY en
plasma del 94%, y una especificidad del 100%; para el suero, la sensibilidad
resultante fue del 12.5% y la especificidad del 100%, hallando recomendada
como muestra para realizarla: el plasma. Se encontré también que Ila
concentracién requerida de DNA fue de apenas 0.01 ng /uL. Haciendo posible
una prueba confiable para identificar el género del futuro bebé, en las primeras
semanas de embarazo siendo pioneros en México del diagnéstico prenatal “no
invasivo” mediante DNA fetal libre de células.
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I. INTRODUCCION.

El descubrimiento del DNA fetal en plasma matemo en etapas tempranas de la
gestacion, pemitié conocer el sexo del futuro bebé y afios después el Rh fetal;
estos hallazgos abren la posibilidad a futuras aplicaciones en el diagnéstico
prenatal no invasivo para la deteccion de enfermedades genéticas. Actuaimente
y desde hace cuatro décadas, para este tipo de alteraciones se emplean
procedimientos invasivos para obtener células fetales para su analisis como lo
son el liquido amnidtico o las vellosidades coriénicas; pero con la probabilidad
de pérdida fetal, traumatismo para la madre y/o el feto, entre otros; ademas de
no estar indicadas tnicamente para conocer el sexo del futuro bebé.

El laboratorio de Genédica, cuenta con técnicas de citogenética que nos
permiten conocer el sexo del bebé mediante liquido amniético o vellosidades
coriales, pero UuUnicamente se solicitan para evidenciar anommalidades
cromosoémicas, asi que debido a la demanda de pacientes que solicitan saber el
sexo de su préximo hijo en los comienzos del embarazo, asi como la blisqueda
de enfermedades ligadas al género, ambigiiedades de genitales, conocer el
factor Rh fetal en mujeres Rh negativas para evitar aloinmunizacién, entre otros
se ha disefiado una metodologia no invasiva utilizando Biologia Molecular para
conocer el sexo del bebé a partir de la octava semana de gestacion, obteniendo
el DNA fetal de sangre periférica materna y amplificando secuencias especificas
mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real, este es un procedimiento in vitro que permite amplificar secuencias
especificas de DNA a pesar de estar en cantidades pequefias. Esta metodologia
ademas de ser novedosa, ha sido puesta en practica por primera vez en nuestro
pais, con la finalidad de que en un futuro préximo se aplique en el diagnéstico
para determinar algunos patrones de herencia ligados al sexo, asi como de
enfermedades autosémicas dominantes y recesivas, teniendo la gran ventaja de
ser un estudio no invasivo y que puede realizarse en etapas tempranas de la

gestacién.




Il. ANTECEDENTES.
I.1 DNA fetal.

En contraste con la idea' tradicional de que la placenta forma una barrera
impermeable entre la mujer y su feto, existen multiples estudios que han
demostrado lo contrario, debido a la presencia de células fetales en sangre
materna, estos estudios datan desde 1957 en donde mediante técnicas como
inmunofluorescencia y la elucién acida de Kieihauer (método que esta basado
en el hecho de que los eritrocitos de adultos contienen Hemoglobina A, que se
vuelve inestable en buffers acidos, al contrario de la Hemoglobina F o
hemoglobina fetal que es resistente a éste tratamiento y permanecen
inalterables), fue posible dEtedar eritrocitos fetales en sangre materna durante
el primer frimestre de embarazo. Posteriormente empleando FISH (siglas en
inglés de hibridacién in situ fluorescente), se identificaron regiones de DNA
especifico para el cromospma X y el Y, evidenciando células de mujer y de
varén, logrando observar la presencia de células portadoras de secuencias
especificas pertenecienteé a los cromosomas XY en sangre de mujeres
embarazadas de fetos mésculinos, como se puede observar en la Figura 1
(Schréder, 1975; Bianchi, 1990; Kolialexi, 2004).

El descubrimiento de acidos nucleicos libres en la circulaciéon fue reportado por
primera vez en 1948 por Mandel y Metais, que fueron capaces de detectar
acidos nucleicos en plasma humano. La aplicacién potencial fue en el
diagnéstico y prognosis del cancer, a partir de la identificacién de grandes
cantidades de DNA (acido desoxirribonucleico) en plasma y suero libre de
células en pacientes que padecian algln tipo de cancer, al observar que los
niveles de DNA decrecian cuando los pacientes respondian al tratamiento; estos
hallazgos confirmaron que era posible aislar el DNA derivado de los tumores y
dieron pie al descubrimiento del DNA fetal en plasma y suero materno, que fue
posible por la exitosa dem?stracién de la presencia del DNA fetal libre de células

en plasma y suero en mujeres embarazadas de un feto masculino, al amplificar




secuencias especificas del cromosoma Y circulando en el torrente sanguineo de
la futura madre (Lo y col., 1997; Tong y Lo, 2006).

Figura 1. Células fetales identificadas a partir de sangre materna, empleando
diferentes técnicas. A: Técnica de elusién acida de Kleihauer (Schréder, 1975)
B: Técnica de Kleihauer/Betke (Bianchi y col., 1990) C: Técnica de FISH
(Kolialexi y col., 2004).

I1.1.1 Origen.

Se han propuesto dos hipbtesis que presentan los probables mecanismos por
los cuales el DNA fetal puede detectarse en sangre periférica materna:

1. Células hematopoyéticas: En primera instancia, se detectaron varias células
fetales circulando en sangre materna: eritroblastos, trofoblastos, linfocitos y
granulocitos. Estas se evidenciaron empleando diferentes técnicas como
citometria de flujo, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS),
FISH (hibridacion in situ fluorescente), entre otras; evidenciando que
aproximadamente existen 19 células fetales nucleadas por cada 19 mililitros de

sangre materna. De las células mencionadas, se sugiri6 que los eritroblastos




podrian ser la fuente de DNA fetal al encontrarse en mayor cantidad (Bianchi y
col., 1990; Bianchi, 1998; Bianchi y Lo, 2001).

Al realizar un estudio para verificar si los eritroblastos eran la fuente de DNA
fetal, estudiando a mujeres embarazadas con fetos masculinos, mediante FISH
se emplearon sondas especificas que reconocian secuencias especificas del
cromosoma “X” y “Y". También midiendo los niveles de DNA fetal, se encontré
gue no existe una correlacion entre dichas células y la cantidad de DNA fetal.
Por otra parte, en mujeres con un embarazo a pre-término se encontraron
elevadas cantidades de DNA fetal y sin incremento de eritroblastos (Zhong y
col., 2002).

2. Placenta: es el tejido qué mas se sugiere puede proveer el DNA fetal, debido
a su gran actividad celular y a la relacion tan estrecha que se da entre la madre
y el feto a través de este 6rgano, apoyando este hallazgo al detectar que la
cantidad de DNA fetal en la circulacion materna se eleva entre mas avanzado
esté el embarazo (Lo y col., 1998). Un estudio en el cual se sometieron mujeres
a una técnica de reproduccion asistida con la finalidad de comenzar a contar con
mayor exactitud el primer dia de la concepcion y determinar en que periodo
comienza a aparecer DNA fetal en sangre materna; evidencia que a los 18 dias
después de la transferencia del embrién comienza a detectarse DNA fetal en
sangre materna posteriormente para el dia 28 después de la transferencia fue
posible detectar el DNA fetal en el 80% de las mujeres estudiadas y a los 37
dias se detect6 en circulacion materna en todas las mujeres estudiadas.

Posiblemente en la mayoria de los casos fue posible detectar el DNA fetal a los
28 dias, debido a que la circulacién feto — placenta se establece hasta el dia 28-
30 post-concepcion. Y quiza la evidencia méas convincente resulta del hecho de
que moléculas de mRNA (acido ribonucleico mensajero) provenientes de la
placenta, son detectables en plasma materno; lo que permite pensar en un
remodelacion activa de la placenta y una liberacién directa de DNA de

trofoblastos placentarios (Ohashi y col., 2002; Maron y Bianchi, 2007).




11.1.2 Mecanismo de liberagion.

Hasta el momento, el mecanismo sugerido mediante el cual, el DNA fetal es
liberado en circulacién materna, es por medio de la muerte celular programada
(apoptosis); la cual ademas ocurre desde los primeros estados de la
embriogénesis, hasta la mderte. Diariamente se dividen de 10''-10" células y Ia
misma cantidad debe perderse para mantener la homeostasis, sugiriendo que
entre 1-10 g de DNA se degradan en el humano, por lo tanto, no es de
sorprender que cierta cantidad de DNA se libere al torrente sanguineo y se
localice en el plasma. :El marcador bioquimico de la apoptosis es ia
fragmentacién del DNA genémico, mediante endonucleasas activadas por Ca®*y
Mg2+ endbégeno, esta enzima fragmenta el DNA entre unidades nucleosomales,
generando fragmentos mono y oligonucleosomales, dichos fragmentos de DNA
con tamarnos de aproximadamente 63,126,189,252 y 315 nm, correspondientes
a multiplos del largo de los nucleosomas han sido encontrados en una
concentracibn mas grande en pacientes con cancer que en individuos sanos
(Stroun y col., 2000; Bischoffy col., 2005).

Otra posibilidad es la liberacién espontanea de DNA al torrente sanguineo; ésta
teoria esta basada en el comportamiento in vitro de cultivos celulares al
observar que la misma cantidad de DNA era encontrada en el medio a
diferentes tiempos de incubacién y esta cantidad no aumentaba como era de
esperarse si las células éstuvieran muriendo y ademas cuando las células
fueron resuspendidas varias veces en medios nuevos, volvié a encontrarse la
misma cantidad de DNA extracelular aislada; aun cuando nuevamente fueron
puestas en el medio original, no hubo un aumento en la cantidad de DNA en el
sobrenadante, sugiriendo que existe un mecanismo homeostatico independiente
de efectos mecanicos, pe}o que aun no puede afirmarse que suceda in vivo
(Stroun y col., 2000).

1.1.3 Formas en las que circula el DNA.

Se ha propuesto que la apoptosis es el mecanismo por el cual se libera el DNA
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fetal, debido a la presencia de cuerpos apoptéticos. Una de las caracteristicas
importantes de la apoptosis es la disposicion de los remanentes celulares. Dicha
disposicién tiene lugar en cuerpos apoptoéticos luego de que el RNA 'y DNA son
segregados y empaquetadas en diferentes granulos de cromatina, se forman los
cuerpos apoptéticos, los cuales contienen RNA o DNA, pero no ambos. Debido
a que se ha encontrado RNA circulante en pacientes con cancer, ya que el
plasma contiene RNAsas y el RNA es muy susceptible al ataque de estas
enzimas, ha sido evidenciado que este acido nucleido se encuentra protegido
por vesiculas o cuerpos apoptoticos (Halicka y col., 2000).

Mediante un analisis con microscopia electrénica se demostr6é por primera vez
cantidades substanciales de nucleosomas en plasma de una mujer
embarazada.Observandose pequefios cuerpos esféricos bastante simétricos
entre otras estructuras parecidas a vesiculas fragmentadas, como cuerpos
apoptéticos, evidenciados ien la Figura 2. Estas estructuras son nucleosomas
que parecen estar dentro de dichos cuerpos (Bischoff y col., 2005).

Figura 2. Imagen de nucleosomas rodeados de vesiculas. Fotografia adquirida
con microscopio electrénico de transmision (Bischoff y col., 2005)

11.1.4 Concentracion.

La concentracién total de DNA en plasma en adultos sanos (no embarazadas)
es de aproximadamente 10 ng o 1000 GEg/mL (equivalentes genémicos por
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mililitro), presentandose un aumento significativo durante el embarazo y en las
personas con cancer; la explicacion a este aumento en el DNA total atin no se
explica claramente, ya que el DNA fetal comprende una pequefa parte del DNA
circulante total. Como se observa en un estudio realizado en 20 mujeres que
concibieron mediante FIV (Fecundacién in vitro) fueron monitoreadas durante
su embarazo, obteniéndose que la concentracion de DNA fetal en plasma
materno de 25.4 GEq/ mL, con un rango entre 3.3 a 69.4 GEqg/mL (3.4% del total
de DNA en plasma) y 292,2 GE/mL en periodos tardios durante el embarazo,
con un rango entre 76.9 a 769 (6.2% del total del DNA en plasma). La deteccién
del DNA fetal en este estudio fue posible a las 7 semanas de gestacion,
observando un incremento en la concentracion a medida que el embarazo
avanzaba (Lo y col., 1998; Bischoff y col., 2005)

I1.1.5 Factores que modifican la concentracion de DNA fetal.

Han sido reportados diversos factores que modifican la concentracién de los
marcadores séricos (alfa-fetoproteina, estriol libre, gonadotropina coriénica
humana), entre ellos se encuentra el grupo étnico, peso materno, edad
gestacional y tabaquismo; los cuales han sido probados para ver su influencia
en la concentracion de DNA fetal. Los resultados obtenidos demuestran que en
el primer trimestre el DNA fetal encontrado es de 11.2 GE/mL y aumenta un
21% en cada semana, lo cual demuestra una estrecha relacién entre las
semanas de gestacion y la concentraciéon de DNA fetal en circulacién materna.

En cuanto al grupo étnico y antecedentes de tabaquismo no se encuentra
ninguna correlacion. El peso materno es influyente sélo a partir del segundo
trimestre de embarazo, en donde fue posible demostrar una relacién inversa
entre el peso y la concentracién de DNA fetal (Wataganara y col., 2004).

11.1.6 Longitud del DNA fetal.

En el plasma materno podemos identificar tanto DNA fetal como materno, pero
se ha evidenciado que en cuanto a longitud, el DNA fetal es mas pequeio.
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Dicha aseveracién fue comprobada al realizar un estudio con mujeres
embarazadas, varias de las cuales se sabian eran portadoras de un feto
masculino, en el cual se usaron dos pruebas de PCR cuantitativa con diferentes
tamafios de cebadores para los genes de leptina y el SRY. El gen de la leptina
esta presente en todas las células humanas y al constituir el DNA fetal s6lo el
6.2% del DNA en plasma materno en el tercer trimestre, el tamafio obtenido con
la leptina representa el tamario del DNA materno. En tanto que el gen SRY no
se encuentra en mujeres y éste sera representativo para el DNA fetal.
Obteniendo a partir de dicho estudio que la longitud de DNA en plasma materno
fue mayor a 201 bp (pares ‘de bases), por otra parte la longitud del DNA fetal fue
mayor a 193 bp, sin exceder las 313 bp (Chan y col., 2004).

11.1.7 Tiempo de vida media.

El tiempo de vida media del DNA fetal se estudi6 a partir de la destruccion de
éste después del parto, encontrando que en la mayor parte de las mujeres
examinadas no se encontraron niveles detectables de DNA fetal circulante
después de 2 horas de dar a luz; con una curva tipica con 2 fases: una inicial
mas rapida y una fase lenta. Se obtuvo que el tiempo de vida media del DNA
fetal es de 16.3 minutos (con un rango de 4 a 30 minutos). Se tiene que el
tiempo de vida media es de 2.24x1 0* copias/min. En un estado fijo, la tasa de
liberacién debe ser igual alla eliminacion, por lo que ésta se sugiere es de 2.24
x10* copias/ min, lo contrafio de la evidencia (Lo y col., 1999).

11.1.8 Aplicaciones clinicas.
El DNA fetal en plasma materno es una herramienta diagnéstica prenatal de

gran importancia por ser ro invasiva y que permite obtener informacion valiosa
acerca del feto y del embarazo para llevar un control prenatal.

Las aplicaciones pueden dividirse en 2 grupos:




1. Pruebas cualitativas. La informaciéon que resulta de estas pruebas, es la
presencia o ausencia de una enfermedad o una caracteristica genética
determinada.

Algunas de las aplicaciones para éste tipo de pruebas, es la deteccion de
secuencias del cromosoma Y de fetos masculinos en plasma materno y
emplearlas para diagnéstico prenatal de enfermedades ligadas al sexo como
hemofilia A, hiperplasia adrenal congénita, deteccién del gen del antigeno D en
el grupo sanguineo Rhesus (Rh-D), cuando la madre es Rh-D negativo y asi
evitar la eritroblastosis fetal o como una herramienta para la determinacion del
género del bebé en casos de ambigliedad genital, sin tener que esperar a que
éste nazca.

2. Pruebas cuantitativas. Elevados niveles de DNA fetal circulante sobrevienen
en varios desérdenes asociados al embarazo como por ejemplo: la pre-
eclampsia, parto prematuro y aneuploidias fetales, sobre todo en trisomias, las
cuales mediante cuantificacién relativa en PCR tiempo real puede obtenerse un
valor que proporcionara la expresion génica (Lo y Chiu, 2007).

[1.1.9 Ventajas y limitaciones.

Una de las principales aplicaciones del descubrimiento del DNA fetal es el
diagnéstico prenatal no invasivo (Lo y col., 1997). Ademas, para propdsitos de
diagnéstico prenatal, la rapida eliminacién de DNA fetal de la sangre materna
permite que sea menos susceptible a resultados falsos positivos entre un
embarazo y otro, a excepcién de un reporte (Invernizzi y col., 2002), en ningtn
otro articulo publicado ha sido posible detectar la presencia de DNA masculino
en mujeres que habian dado a luz a un hijo varén afios antes y en él cual ha
quedado claro que la diferencia entre éste y otros experimentos fue la falta de
una segunda centrifugacion que permitié la persistencia de células fetales de
embarazos previos, ya que ha sido demostrado la persistencia de células fetales
afios después del parto, fenémeno conocido como microquimerismo (Figura 3),
en ocasiones, las células transferidas parecen contribuir al desarrollo de

9




enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, artritis reumatoide,
escleroderma, entre otros y otras veces parecen beneficiar a mujeres que
padecen una enfermedad autoinmunitaria (Bianchi, 2000; Benachi y col., 2003;
Smid y col., 2003; Lee, 2008). Aunado a todo ello, el empleo de técnicas de
biologia molecular, permiten tener una alta sensibilidad para este tipo de
diagnésticos, ya que reportes previos han evidenciado que éstas técnicas
pueden detectar una célula masculina entre 300,000 células femeninas por lo
que, las ventajas del analisis en DNA fetal es rapido, confiable, reproducible,
sensible y especifico (Lo y col., 1993; Bianchi, 2004).

Figura 3. Identificacion de células fetales en higado materno mediante FISH. La
flecha indica la célula fetal identificada por la presencia de un cromosoma Y
(punto verde) y un cromosoma X (punto rojo), las otras células que se observan
son de la madre mostrando sélo dos puntos rojos que corresponden a los dos
cromosomas X (Lee, 2008)

La principal limitacién hasta nuestros dias parece ser la capacidad de distinguir
el DNA fetal del materno, ya que la mayoria de los grupos de investigadores han
usado diversos locus del cromosoma “Y”, como marcadores del DNA fetal
circulante, limitando los estudios a mujeres embarazadas de fetos masculinos
(Bianchi, 2004).

BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
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Actualmente para diferenciar el DNA fetal se usan marcadores epigenéticos, de
éstos, se ha reportado que SERPINBS5 se encuentra hipometilada en la placenta
e hipermetilada en células maternas sanguineas, por lo que las secuencias
hipometiladas de SERPINB5 pueden ser usadas como marcador universal para
el DNA fetal en plasma matermno; sin embargo la limitacion de este marcador es
que la metodologia necesita de un tratamiento con bisulfito, el cual destruye una
gran cantidad de DNA (Lo y Chiu, 2007).

11.1.10 Métodos convencionales empleados para determinar el sexo fetal.

La amniocentesis es la aspiracién de liquido amniético y surgié como posible
tratamiento de polihidramnios y posteriormente se hizo posible el cultivo de
células fetales obtenidas por amniocentesis en el segundo trimestre de Ia
gestacion. En 1967 Jacobson y Bartes informaron el primer diagndstico
intrauterino de una anomalia cromosémica, mediante citogenética. Desde
entonces se sigue utilizando esta técnica para el diagnéstico de anormalidades
cromosémicas y por aﬁadidura identificar el sexo del feto. Por lo general, se
realiza por via transabdominal. Se lleva a cabo aproximadamente en la 162
semana de gestacion, pero siempre se tiene que tomar en cuenta que dicha
técnica tiene un riesgo de aborto del 0.8% (Diaz y col., 1997; Mueller y Yong,
2001).

Por otro lado, Mohr en 1968, por medio de un endoscopio adaptado, fue el
primero en extraer, por via cervical, un fragmento del corién para estudios
diagnésticos citogenéticos. La biopsia de vellosidades coriénicas se solicita para
la deteccion de aneuploidias; puede detectar el sexo fetal. Actualmente se
realiza entre las 8 y 12 semanas de gestacion, los 5 a 8 g de tejido recuperado
pueden emplearse la valoracién preliminar directa, pero muchos estudios
cromosémicos, de DNA o enzimaticos, requieren cultivo de células fetales y
conlleva un riesgo de aborto del 2 % (Mueller y Yong, 2001; Pernoll, 2003).

La técnica de cordocentesis guiada por ecografia se introdujo en 1983 por
Daffos y colaboradores y se ha modificado poco desde entonces. La técnica
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consiste en la toma de muestra de sangre fetal del cordén umbilical, tiene una
tasa de éxito superior al 95%, se demora 8 dias en obtener el cariotipo fetal y la
fiabilidad es muy alta. Sin embargo existen riesgos técnicos en donde puede
contaminarse la muestra y solo se pueden obtener muestras de sangre fetal de
manera inocua a partir de las 17 o 18 semanas de gestacion. Las cordocentesis
son transabdominales y guiadas sonograficamente. Cuando interviene un
operador adecuadamente preparado, a mediados del segundo trimestre, el
promedio de pérdidas fetales es del 1-2%. Esta indicada para el diagndstico de
talasemia, toxoplasmosis, rubéola fetal, valoracion y tratamiento de
isoinmunizacién por Rh y obtencién rapida de cariotipo fetal, por esta técnica
también podemos conocer el sexo del bebé (Guizar, 2001; Castro, 2004).

El ultrasonido es una técnica no invasiva que se les realiza a la mayoria de las
mujeres embarazadas en el segundo trimestre como examen rutinario para
detectar anormalidades en el feto y permite determinar el sexo fetal sin riesgo
para la madre o el feto, pero solo se logra con certeza hasta la 222 semana de
gestacion (Smith y col., 2001).

Una metodologia que actualmente se propone como novedosa y especifica es la
utilizacion de técnicas de Biologia Molecular, empleando la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) como se describe en el siguiente apartado, tomando la
ventaja el descubrimiento del DNA fetal libre de células que puede localizarse en
sangre periférica materna.

I1.1.11 Identificacion de sexo fetal empleando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

La determinacion de sexo fetal se puede realizar mediante la identificacién de
secuencias especificas que nos pemiten conocer el sexo del bebé. La manera
mas facil de evidenciar el sexo es mediante secuencias especificas localizadas
en el cromosoma Y (Lo y col., 1997).
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La PCR es un método in vitro de sintesis de DNA con el que un segmento
particular de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
cebadores, iniciadores o primers que lo flanquean. La reaccion consta de
numerosos ciclos conformados cada uno de tres pasos:

1. Desnaturalizacién en donde se exponen las bases nitrogenadas del DNA
blanco.

2. Hibridacién de las cadenas desnaturalizadas del DNA blanco con los
denominados cebadores, los cuales deberan poseer una longitud de
aproximadamente 15-30 bases, a una temperatura que facilita el apareamiento
de las bases nitrogenadas conocidas como Tm (temperatura de fusién).

3. Polimerizacion, en donde la enzima DNA polimerasa extiende la porcién de
DNA flanqueado por los cebadores (Cha y Thilly, 1993; Rodriguez y Barrera,
2004).

La eficiencia de la PCR esta influenciada por: Concentracién de cloruro de
magnesio, condiciones de |a reaccién (tiempo y temperatura), secuencias de los
iniciadores, pureza, concentracion y longitud del DNA blanco a amplificar (Heid y
col., 1996).

Histéricamente, los investigadores han usado la PCR punto final, en el cual los
productos de PCR se observan en geles de agarosa, donde se hace una
comparaciéon de dichos productos contra un marcador el cual contiene
fragmentos de DNA de longitud conocida.

En la PCR convencional ¢ punto final los productos son observados hasta la
fase plateau o estacionaria, donde la reaccion tiene una baja eficiencia. Por lo
tanto ahora es mas comun el uso de PCR tiempo real, en la cual los procesos
de ampilificacion y deteccion se producen de manera simultdnea en el mismo
vial, sin necesidad de ninguna accion posterior. Ademas, mediante deteccion
por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad de DNA
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sintetizado en cada momento, ya que la emisién de fluorescencia producida en
la reaccién es proporcional 'a la cantidad de DNA formado, a partir de un punto
conocido como Ct o Cp (por sus siglas en inglés de Cross point) donde
sobrepasa el ruido de fondo, como se ejemplifica en la Figura 4. Esto permite
conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccién de amplificacion
(Arezi y col., 2003; Costa, 2004).

Jeorn, Psre.
08
% Deteccion en PCR
0 tiempo real

Deteccién en PCR
convencional

5 T % 5 T5 % Tty

Figura 4. Representacion de una curva tipica de amplificacién empleando PCR
tiempo real. Se hace una comparacion en cuanto a la deteccién entre una PCR
convencional y una en tiempo real (Modificada de Dussault y Pouliot, 2006).

1.1.12 Ventajas y desventajas entre PCR convencional y PCR tiempo real.

La PCR tiempo real estﬁ basada en la deteccién de la fluorescencia de
moléculas reportero, que se incrementa al acumularse cada ciclo de los
productos de PCR. La tecnologia de PCR tiempo real es muy flexible y se han
desarrollado muchos instrumentos; asi como diferentes sistemas fluorescentes
que permiten adaptarse a las necesidades de! estudio a realizar.

La detecciéon de los productos amplificados es sumamente precisa comparada
con el analisis en geles.
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La PCR tiempo real ofrece diversas ventajas entre las que se encuentran:
o Amplificacién y deteccion integradas en un mismo equipo
« Disminucién del riesgo de contaminacion al no necesitar un proceso post-
amplificacion
« Un aumento en la sensibilidad al ser capaz de detectar hasta 3 pg o 1
equivalente genoémico/de DNA.
e Capacidad de cuantificacién de cantidades iniciales de acidos nucleicos.
o Rapidez (se necesitan de 20 a 40 minutos para 35 ciclos).
o Reproducibilidad con un Coeficiente de variacion<2.0%.
Entre las desventajas se encuentran:
e Capacidad limitada para PCR multiplex.
o Se necesita personal capacitado y con destreza.
¢ Mayor costo que la PCR punto final.
e El andlisis es mas complejo que observarono la presencia de bandas.
(Dussault y Pouliot ,2006).

1.2 Cromosoma Y.
I1.2.1 Generalidades del cromosoma Y.

La diferencia entre los 2 sexos existentes en la naturaleza esta basada en la
presencia de los cromosorhas sexuales. En los humanos se presenta un par
sexual, en el cual las mujeres presentan dos cromosomas X, en cambio los
varones muestran un cromosoma X y un cromosoma Y (Lucchesi, 2005). Esto
nos permite diferenciar genémicamente a cada género. Los cromosomas “X y
“y” son muy diferentes en cuanto a su tamafio y los genes que contienen, a
excepcion de dos regiones, denominadas regiones pseudoautosémicas,
localizadas en los extremos tanto del brazo corto como el largo, que permiten el
apareamiento con regiones homologas del cromosoma entre ellos durante la

meiosis, ver la Figura 5 (Marshall, 2001).
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Figura 5. Cromosoma Y humano. Mostrando las regiones pseudoautosémicas
en los extremos de los brazos corto y largo (de morado). Las secuencias
repetitivas (en blanco), la region diferencial donde se encuentran alrededor de
20 genes, algunos de ellos en muchas copias (azul) y la ubicacion del gen SRY
en el brazo corto (verde). (Modificado de Marshall, 2001).

En particular, el cromosoma Y es un cromosoma pequefio que cuenta con sélo
50 megabases (Mb), representa alrededor del 1.6% del genoma humano, tiene
un gran contenido de secuencias repetitivas concentradas en la parte final del
brazo corto y se diferencia de los demas cromosomas somaticos por dos

principales razones:

a) Es el Unico cromo‘Foma que se recombina entre si, con excepcién de

algunas  pequefias regiones pseudoautosémicas mencionadas
anteriormente.

b) Se encuentra Unicamente en varones (Affara y Sargent, 2005; Tyler,
2007).

El cromosoma Y porta un factor determinante del sexo, el cual establece la
masculinidad, no importando cuantos cromosomas X se encuentren presentes.
La diferencia entre formar testiculos u ovarios en un embrién ocurre
aproximadamente a las 5 semanas después de la gestacion, una vez que los

testiculos se han formado, éstos producen hormonas gue dirigen los demas
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aspectos en la diferenciacién masculina. Es por ello que el SRY (por sus siglas

en inglés de Region Sexual en el Y) actGa como un encendedor para la

diferenciacién sexual. Esto ha sido comprobado debido a la existencia de

- - | - r -
diversos pacientes aparentemente femeninos que posefan incluso todo el

cromosoma Y pero la regién SRY mutada o al insertar en embriones de ratones
XX el SRY y observar que los ratones se desarrollaban como machos. Sin
embargo no hay que olvidar que muchos otros genes participan también en la
formacion o no de testiculos como SOX9, gen localizado en el cromosoma 17
(Marshall, 2001).




1. HIPOTESIS

La presencia de DNA fetal extraido de sangre periférica materna, permitira
determinar el sexo del feto en etapas tempranas del embarazo mediante genes
especificos obteniendo llm alto porcentaje de especificidad y confiabilidad en la

prueba, empleando PCI# tiempo real.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General.
Estandarizar una prueba de diagnéstico prenatal no invasiva para determinar el

sexo fetal, a partir de la octava semana de gestacion en sangre periférica

materna, mediante PCR \tiempo real (cualitativa).

IV.2 Especificos.

Aisiar DNA fetal Iibre de células a partir de sangre periférica materna.
Comparar la especificidad y confiabilidad del método por PCR
convencional y tiémpo real para la identificacion del sexo fetal.

Determinar en qué semana de gestacion se presenta el mayor porcentaje
de especificidad y confiabilidad en las condiciones estandarizadas.
Establecer si el suero y/o plasma muestran diferencias para la

determinacién de sexo.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Materiales.

V.1.1 Equipos Yy consumibles.

Micropipetas auton‘néticas de 2 i, 10 pil, 20 i, 100 i, 200 pi, y 1000 i
Vértex.

Centrifuga.

Microcentrifuga.

Bafio de agua.

Refrigerador a -20 °C.

Refrigerador a 4 °C.

Campana para PCR con UV y fiujo de aire.
Gradillas.

Gradilla para marﬁtener los viales a 4°C.
Termoblock a 56°C.

Termociclador PdR tiempo real (Corbett).

Computadora paéa el programa analizador. )

V.1.2 Materiales.

Tubos vacutainer con EDTA (tapa morada) y sin anticoagulante (tapa
roja).

Agujas vacutainer.

Viales con capaéidad de5mL,2mL, 1.5mL, 0.5mLy 0.2mL.

Pipetas Pasteur.

Puntas para micropipetas estériles con'y sin filtro de 10pl, 100u! y 1000ul.
Columnas QIAahp Mini.

V.1.3 Material Biolégico.

Sangre periférica recolectada de una poblacion de mujeres embarazadas
de 8 semanas de gestacion en adelante.

Sangre periféricb de mujer (Control negativo).
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o Sangre periférica de hombre (Control positivo).
V.1.4 Reactivos.

o Kit de extraccién de DNA genémico (Qiagen). Contiene: Proteasa, Buffer
AL, Buffer AW1, AW1 y AE.

o Kit de extraccién de DNA genémico BIORAD

¢ Alcohol etilico (96 a 100%).

e Agua grado inyectable.

e Agua MQ estéril.

e RNasa4 mg/ mL.

¢ Platinum Quatitative PCR Super Mix-UDG.

e Agua destilada.

¢ Qligonucledtidos, Fegan el Cuadro 1.

¢ Sondas, segun el Cuadro 2.

Cuadro 1. Oligonucleottidos dirigidos hacia los genes SRY y GAPDH empleados
para la reaccion de PCR tiempo real.

Regi6n Gerr Secuencia
Yp11.3 SRY 5TCCTCAAAAGAAACCGTGCAT3' Forward
5’AGATTAATGGTTGCTAAGGACTGGAT3
Reverse

GAPDH | 5CCCCACACACATGCACTTACC'3 Forward
5'CCTACTCCCAGGGCTTTGATT 3 Reverse

Cuadro 2. Sondas Tagman dirigidas hacia los genes SRY y GAPDH empleadas
para la reaccién de PCR tiempo real.

Gen Secuencia

SRY 5TET/CACCAGCAGTAACTCCCCACAACCTCTTT/3IABLFQ/

GAPDH 56FAM/AAAGAGCTAGGAAGGACAGGCAACTTGGC/3BHQ_2

—
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V.2 Métodos.

V.2.1 Seleccion de la poblacion.

Nuestra poblaciéon fueron mujeres que contaban con un embarazo de 8

semanas de gestacion en adelante y que deseaban conocer el sexo de su futuro

bebé. Por otra parte, se contaba con un consentimiento informado, el cual fue

firmado por las mismas (Anexo 1) y se llené un formato con los datos de dichas

participantes (Anexo 2).

Se emplearon como controles negativos a mujeres con un cariotipo normal

(mujeres no embarazadas) y como controles positivos se tomaron varones con

un cariotipo normal.

V.2.2 Venopuncion.

Se extrajo sangre de lajvena cubital o basilica. Se limpid el sitio de la puncion
con un antiséptico (siemlnpre en la misma direccion) y se coloco un torniquete
(banda elastica) alrededor del antebrazo para aplicar presion y limitar el flujo
sanguineo a través de la vena. Se introdujo una aguja en lavenay seé recogi6 la
sangre en dos tubos vacutainer (uno con EDTA'y otro sin anticoagulante). Se
quité el torniquete y una vez recolectada la sangre se retir6 la aguja y se cubri6
el punto de puncion ‘para detener cualquier sangrado. Se rotulé y mezcld
suavemente el tubo con EDTA para homogeneizar el anticoagulante con la
sangre. Para los contrdles positivos y negativos se tomaron tubos con EDTA de

una mujer y un hombre.

V.2.3 Extraccién de DNA genomico para los controles negativo y positivo.

Después de la venopuncion se centrifugé la muestra durante 10 minutos a 3000
rpm (revoluciones por minuto). Se aspir6 la capa de glébulos blancos con una
pipeta pasteur (300 ul aproximadamente) y se coloco en un tubo de 2.0 ml. Se

adicionaron 900 ul de solucion de lisis RBC e incub6 durante 10 minutos a
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temperatura ambiente, mezclando suavemente por inversion. Se centrifugé a
13000 rpm durante 1 minuto y se removi6 el sobrenadante con una pipeta,
dejando una capa blanca visible. Se agité vigorosamente en vortex para
resuspender las células y se adicionaron 300 pl de Genoma Lysis y se
incubaron los tubos a 37‘%C durante 30 minutos. Posteriormente se agreg6 1 uL
de RNAasa a cada uno y se incubaron 1 hora a 37°C. Se dejaron en
refrigeracién a 4°C durante 15 minutos y se centrifugaron durante 3 minutos a
13000 rpm, para recuperér el sobrenadante, depositandolo en un tubo de 1.5 mL
con 500 pL de isopropanol y se mezclé suavemente observando un botén, se
centrifugé nuevamente fa la misma velocidad anterior pero durante sélo 1
minuto, se retiré el isbpropanol invitiendo en un papel absorbente y se
depositaron 300 L de étanol absoluto volviendo a mezclar y a centrifugar con
las mismas condicionesjanteriores, retirando nuevamente el etanol al invertir el
tubo en un papel abso'jbente y se dej6é secar durante 15 minutos para luego
adicionar 100 pL del buffer de hidratacién AE.

V.2.4 Optimizacién de la prueba.
Primeramente los olilgonucleétidos fueron reconstituidos a una concentracién

de 1000 nM, y apartir de esto se hicieron diversas diluciones, para encontrar la
mejor concentracion de la pareja de oligonucleétidos, seglin el Cuadro 3

siguiente.

Cuadro 3. Matriz de cebadores para GADPH y SRY.
Primer Forward—» | 50 nM 100 nM 200 Nm 300 nM
Primer Reverse |
(nM) ‘
50 nM 50 /50 100/50 200/50 300/50
100 nM 50/1 00 100/100 200/100 300/100
200 nM 50/200 100/200 200/200 300/200
300 nM 50/300 100/300 200/300 300/300

Se preparé una mezcla maestra propuesta para dicha optimizacién con los
reactivos necesarios dara la PCR (Nolan; et al 2006), mostrados en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Componentes y concentraciones para la mezcla maestra.

Componentes Concentracion final
Buffer 10X 1x
| MgClI2 ‘ 4 mM
dNTP L 0.8 mM
Syber Green ) 2 X
Taq Polimerasa 2U
DNA masculino ‘ 100 ng/ pL
H20 grado PCR ) C.b.p25 L

Las condiciones de amplificacién se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones para la optimizacién de oligonucleétidos.

Niamero de ciclos | Paso Condicién
1 ciclo | Activaci6n 95°C por 10 minutos
50 ciclos " | Desnaturalizacién 95°C por 30 seg
Alineamiento 60°C por 30 seg
(adquisicién de datos)
Extensién 72°C por 30 seg

V.2.5 Limite minimo de deteccién para el gen SRY y GAPDH.

Una vez determinadas las concentraciones de los cebadores se procedié a
encontrar la menor céntidad detectable de DNA masculino por el sistema,
usando ahora las $ondas Tagman especificas; se emplearon a una
concentracion de 150 nM que se encuentra entre los 100 y 200 nM
recomendados. Para lo cual se hicieron 7 diluciones del DNA masculino (C+)
mostradas en el Cuadro 6, ademas de incluir DNA femenino y un blanco para
observar el comportamiento adecuado de !a reaccién.

Las condiciones probadas para el sistema en PCR tiempo real fueron una
incubacion de 50°C por 2 minutos, luego 10 minutos a 95°C, seguido de 50

ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por un minuto (Lo y col., 1998; Zhong y
col., 2000).




Cuadro 6. Diluciones del control positivo para la determinacion del limite de

deteccion.
Diluciones | Concentracion
J DNA masculino
“Dilucion 1 | 50ng /uL
Dilucion 2 | 10 ng/ uL
Dilucion 3 | 1ng Iyl
Dilucion 4 | 0.1 ng/ pL
Dilucion 5 | 0.01 ng /uL
Dilucion 6 0.001 ng/ pL
Dilucion 7 | 0.0001 ng/uL
C- 5 ng /uL
Bco Ong/ pL

V.2.6 Sensibilidad de la prueba.

Al ser posible que en la extraccion de DNA fetal, tambié
materno, €s nhecesario conocer hasta que concentrac
(representado por el DNA masculino

materno (representado\ por el DNA fe

) se puede

n sea extraido DNA
ion de DNA fetal
detectar en un fondo de DNA

menino). Por lo que en un sistema fue

agregado una concentracién constante de DNA de mujer y aparte una serie de
diluciones del DNA de varon, como sé representa en el Cuadro 7. Usando

nuevamente las condiciones anteriores que resultaron adecuadas.

Cuadro 7. Concentraciones del control positivo y negativo, utilizadas en el

ensayo de sensibilidad de la prueba.

Dilucién Concentracién Concentracion
‘ DNA masculino DNA femenino
Dilucién 1 10 ng/uL 100 ng/ pL
Dilucién 2 5 ng/uL 100 ng/ pL
Diluciéon 8 1 ng/uL 100 ng/ pL
Dilucion 4 0.1 ng/ uL 100 ng/ ul-
Dilucion 5 0.01 ng/ uL 100 ng/ pL
Dilucién 6 0.001 ng/ pL 100 ng/ pL
Bco 0 ng/ pL 0 ng/ uL

25




















































valor del 58%; esto debido a que s6lo en 2 casos de los 16 confirmados como
masculinos fue posible ampilificar regiones del SRY, teniendo en cuenta que
para el suero en 6 casos de los 35 no fue posible detectar el GAPDH y por lo
tanto no aseguraba que hubiera DNA ni materno ni fetal.
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VII. DISCUSION.

El presente estudio demuestra la existencia de DNA fetal en sangre periférica en
mujeres embarazadas con un minimo de ocho semanas de embarazo; a través
de técnicas moleculares, especificamente PCR tiempo real, haciendo posible en
el laboratorio una prueba de diagnéstico prenatal “no invasivo™ para identificar el
género del futuro bebé, en las primeras semanas de embarazo.

El método empleado difiere de otras técnicas no invasivas, un ejemplo de ello es
el uso de células fetales como las células rojas nucleadas que ha pesar de los
esfuerzos para ser empleadas en la obtencibn de DNA fetal para estudios
genéticos, no es facil llevarlas a la practica, principalmente por lo complicado de
su aislamiento. El porcentaje de sensibilidad para la determinacién de sexo por
éste método ha sido reportado entre el 55-86% (Little y col., 1997; Sohda y col.,
1997; Valerio y col., 1997). La sensibilidad de la hibridacién in situ fluorescente o
PCR usando células rojas fetales nucleadas varia con un rango del 60-70%
(Kolialexi y col., 2004). Sin embargo estos métodos son laboriosos, costosos y
su sensibilidad es baja para una aplicacién clinica. Otra opcién es emplear el
DNA fetal libre de células y emplear una PCR anidada obtenido de sangre total
materna, dicha metodologia ofrece una sensibilidad de 83-94% con mujeres con
10-18 sdg (Honda y col., 2001). Este modelo fue probado con anterioridad en el
laboratorio de Genédica, en el cual se determindé el sexo fetal a mujeres
embarazadas mostrando resultados que si bien permitieron identificar DNA fetal
en sangre materna y abrieron el camino para el diagnéstico prenatal no invasivo,
no fueron 6ptimos, debido a la necesidad de efectuar una reamplificacion,
pudiendo originar productos inespecificos o mayor probabilidad de
contaminacién, ademas de que las concentraciones de DNA fetal son
sumamente bajas y por lo tanto poco recomendadas para una PCR punto final,
mostrando asi una sensibilidad del 80% y una especificidad del 60% (Jiménez,
2008), por lo que es requerido el uso de técnicas mas sensibles y especificas
como lo es la PCR tiempo real, en la cual no es necesario llevar acabo
procedimientos posteriores a la reaccién evitando contaminacién y se puede
obtener el resultado en solo unas cuantas horas, ademas de que las diferentes
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quimicas que pueden ser utilizadas en esta metodologia nos permiten elegir
la(s) que tengan mayor especificidad (Honda y col.,, 2001; Jiménez, 2007);
ademas de mencionar que la concentracion de DNA que se requiere es del
orden de 0.01 ng /uL, lo que nos pemite aumentar la sensibilidad del estudio.

Actualmente se ha reportado una deteccion de DNA fetal en plasma materno por
PCR tiempo real que ha alcanzado sensibilidades y especificidades cercanas al
100% (Bischoff y col., 2005) en aplicaciones que involucran la blsqueda de
marcadores del cromosoma Y y el gen del Rh-D, éste dltimo tiene gran
importancia ya que a pesar de los grandes avances en la ciencia, la
aloinmunizacién del grupo rhesus, aun sigue afectando a 6.8 nifios de cada
1000 nacidos vivos, causando la enfermedad hemolitica del recién nacido
provocando abortos, muerte fetal y recién nacidos con las diferentes formas
clinicas de la enfermedad: hidrops fetal, anemia congénita, insuficiencia
cardiaca y sindrome ictérico (Mckenzie,2000; Britez y Samudio, 2007).

En nuestros resultados se evidencian secuencias de un gen masculino (SRY) en
sangre periférica de mujeres embarazadas, lo que demuestra que el DNA fetal
esta presente en el plasma y suero materno, como fue asentado hace mas de
una década (Lo y col., 1997). Por lo tanto, para la deteccion del DNA fetal se
han implementado a lo largo del tiempo métodos mas eficientes y selectivos
para el aislamiento del DNA fetal. Algo que es muy importante es la cantidad de
éste DNA que puede recuperarse y el cual depende en gran medida del método
empleado y de las semanas de gestacién debido a que la concentracion
aumenta al avanzar el embarazo. La centrifugacion es un paso critico en dicho
aislamiento, mostrando que un proceso ineficiente puede dejar células
residuales en el plasma, por lo que fue necesario realizar dos centrifugaciones,
observando entre cada una de ellas, un precipitado rojizo, lo que indicaba
células rojas de la madre (Bischoff y col., 2005; Chiu y col., 2001). Otro punto
importante es el tiempo en el que las concentraciones de DNA fetal libre de
células permanece estable después de la flebotomia; existen reportes donde se
ha encontrado que el DNA fetal permanece estable hasta después de 24 horas
después de extraia la muestra (Angert y col., 2003), sin embargo para nuestro
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estudio y evitar algun tipo de degradacion, las muestras fueron procesadas
inmediatamente después de colectada la sangre. Otra manera de hacer mas
eficiente la recuperacion del DNA fetal se realizé6 empleando columnas de silica
que permiten obtener una buena concentracion de DNA de gran calidad a partir
de s6lo 800 pL de plasma (Lo y col., 1998).

La edad gestacional mas temprana a la cual el DNA fetal circulante ha sido
detectado en el plasma materno es 18 dias, sin embargo solo un caso ha sido
reportado, el resto de los investigadores han logrado la deteccién del DNA fetal
en semanas de gestacién que van desde la quinta a la trigésima novena, y para
la mayoria de los casos se detecta a partir de la décima. Nuestro estudio fue
posible realizarse exitosamente desde la octava semana de gestacion,
demostrando que a lo largo de los tres trimestres es posible la deteccién del
DNA fetal, conociendo que como han descrito diversos investigadores, el
material genético fetal aumenta conforme avanza el embarazo (Lo y col., 1998;
Benachi y col., 2003).

De los 35 casos analizados, sélo en un caso no se detecté la amplificacion de
secuencia del SRY en plasma, siendo el producto un feto de sexo masculino,
obteniendo un falso negativo, probablemente debido a una extraccion no
eficiente que en algin paso no se recuperé el DNA fetal, aunque si fue posible
amplificar para GAPDH, probablemente ésta amplificacion fue debida sélo a
DNA materno, o a que los limites de deteccién de 0.01 ng/uL de la prueba no
fueron suficientes para detectarlo. Pero que comparando los resultados de
sensibilidad, valor predictivo positivo, especificidad y valor predictivo negativo,
son de 94%, 100%, 100% y 95% respectivamente, resultados que también han
sido reportados por otros autores empleando las mismas secuencias para SRY
y obteniendo los mismos porcentajes, demostrando que la técnica tiene
resultados certeros y equiparables a investigaciones de nivel internacional
(Johnson y col., 2004; Zhong y col., 2000).

Si se comparan los dos tipos de muestra a partir del cual se realizé el estudio, la

mejor recuperacion de DNA fetal se observé en plasma y era poco eficiente en
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suero, ya que en un 37.5 % de los casos en el suero ni siquiera fue factible la
amplificacion de la secuencia del gen constitutivo GAPDH, al contrario del
plasma donde todos los casos amplificaron satisfactoriamente para la secuencia
mencionada. En cuanto a la secuencia del gen de interés SRY, el plasma
rebasa de forma importante la sensibilidad al detectarse en 15 de los 16 casos y
en el suero en sélo 2 de 16. La preferencia del plasma sobre el suero queda
también compartida por Lo y Houfflin que alcanzaron sensibilidades mayores, en
plasma de 80% que en suero de 70%, que si bien no son tan dispares y se
realizaron con la PCR convencional, dejan un antecedente de la mejor
sensibilidad del plasma, en otra prueba, esta vez usando PCR tiempo real,
concluyendo que si bien las cuantificaciones absolutas del DNA fetal en suero y
plasma fueron muy similares, en el suero existe una mayor cantidad de DNA
materno de fondo, posiblemente debida a la liberacion de DNA durante el
proceso de coagulacién, lo que les arroj6é los valores de una concentracion
fraccional de DNA fetal en plasma del 3.4 % y de 0.13% en suero (Lo y col,,
1998). La mayoria de los articulos en los que se usa DNA fetal parten ya de
plasma, sin embargo existe uno que demuestra una superioridad del suero
contra el plasma ya que cuando usan el suero reportan una sensibilidad cercana
al 100%, y con el plasma su sensibilidad baja a un 87%, sugiriendo que la
eficiencia en la extracciéon es mayor en suero que en plasma, explicando esto al
decir que la eficiencia disminuye en el plasma debido a la formacién de
crioprecipitados formados en el plasma y que segtin el método de QlAamp,
pueden interferir; una posible respuesta a la diferencia entre su resultado y el
nuestro es debido a que ellos congelan sus muestras a -20°C, a diferencia de
nosotros y otros grupos, que procesamos las muestras antes de 1 hora evitando
asi la formacién de los crioprecipitados (Lo y col., 1897., Houfflin y col., 2000;
Honda y col., 2001).

Por lo que este trabajo deja asentadas las bases para el futuro diagnéstico
prenatal no invasivo en nuestro pais ademas de ser usado como un pre-test
para determinar cuando deben realizarse métodos invasivos de diagnéstico
como la amniocentesis en fetos con riesgo de tener una enfermedad genética
ligada al sexo como por ejemplo hemofilia A, distrofia muscular de Duchenne,
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sindrome X fragil, entre otras. Asi como se ha sugerido el uso de ésta técnica
para determinar en que casos las mujeres embarazadas deben recibir
dexametasona para el tratamiento de fetos con posible hiperplasia adrenal
congénita (Bianchi, 2004).

Es posible mejorar el protocolo, al usar como gen constitutivo secuencias de
DYS14 o del DYZ3, es decir de genes multicopia, en vez del conocido SRY, ya
que varios autores han demostrado un incremento de 10 veces en los limites
deteccién y cuantificacion del DNA fetal y sensibilidades del 100% (Maron y
Bianchi, 2007).

Existe ademas un gran interés en la deteccién no invasiva de aneuploidias
fetales, al ser consideradas como la mayor causa de anormalidades fetales que
a su vez provocan gran morbilidad y mortalidad neonatal; hasta el momento los
estudios realizados se centran en medir las concentraciones de DNA fetal
circulante, ya que se ha encontrado que existen elevadas concentraciones de
éste en mujeres embarazadas de fetos con trisomia 21 en comparacién con
mujeres portadoras de fetos con cariotipo normal, por lo que se busca encontrar
una técnica que alcance valores muy altos de confiabilidad y sensibilidad, asi
como ampliar el estudio a otros sindromes como el de Patau o el de Down, ya
que se ha visto en estudios previos que los niveles circulantes de DNA fetal
(usando secuencias del cromosoma Y como marcador de DNA fetal) se elevan
en mujeres embarazadas de fetos con trisomia 21 y 13 y también ha sido
posible detectar un aumento en las concentraciones de genes localizados en los
cromosomas 21, en mujeres embarazadas de fetos con Sindrome de Down, con
respecto a personas con un cariotipo normal utilizando PCR tiempo real
cuantitativa, siendo esto una excelente posible prueba de diagnéstico que
superaria con mucho a los marcadores bioquimicos que tradicionalmente se
utilizan y pueden detectar sélo el 60% de embarazos con Sindrome de Down
(Lo y col., 1999; Zimmermann y col., 2002; Wataganara y col., 2003: Bianchi,
2004; Tsujie y col., 2006; Jorgez y col., 2007).
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No obstante este estudio de determinacién de sexo fetal constituye un adelanto
en nuestro pafs para la investigacién del DNA fetal libre de células y establece
antecedentes para el seguimiento mediante métodos no invasivos a mujeres
embarazadas que puedan tener complicaciones como las que generan pre-
eclampsia, parto a pre-término, restriccion del crecimiento uterino, etc.

49




Viil. CONCLUSIONES.

Se evidenci6 la presencia de DNA fetal en sangre periférica materna, a partir de
la octava semana de gestacion.

El método presenta los limites de deteccibn de 0.01ng/uL tanto para las
secuencias de GAPDH, como de SRY.

La mejor muestra para determinar el sexo fetal es empleando plasma en

comparacioén con el suero materno.
En plasma se obtuvo una sensibilidad del 94% y una especificad del 100%.
Se implementa por primera vez en nuestro pais la primera prueba prenatal “no

invasiva” para la determinacién de sexo fetal mediante PCR tiempo real con alta
especificidad y confiabilidad.
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X. ANEXOS.

ANEXO |

Consentimiento informado

Proyecto: “DETERMINACION DE SEXO FETAL A TRAVES DE SANGRE
PERIFERICA MATERNA A PARTIR DE LA OCTAVA SEMANA DE
GESTACION EMPLEANDO PCR TIEMPO REAL”

Responsables: M. en C. Anna Berenice Juarez Espinosa, pQFB Bertha Lizzeth
Godoy Garcia y Dr. Rafael Alfonso Sanchez Usabiaga.

Laboratorio Genédica, Instituto Médica Fértil, Centro de Investigacion para
la Salud Reproductiva.

Informacién preliminar:

El sexo del bebé en gestacién es determinado desde el momento de la
concepcion, pero no es posible detectarlo por métodos sencillos y no invasivos
hasta después de las 18 semanas.

Hasta la fecha, la forma comuin para la determinacién del sexo fetal se
hace mediante ultrasonido con una edad gestacional 6ptima de 22 semanas.
Dicha determinacién es importante debido a que existen enfermedades que se
manifiestan de manera selectiva en bebés de sexo masculino o femenino,
conocidas como desoérdenes ligados al sexo. Cuando una pareja corre el riesgo
de heredar este tipo de enfermedades, saber el sexo del bebé de manera
temprana es vital con la finalidad de tomar medidas correctivas o preventivas.

Por otra parte, el equipo de trabajo del Instituto Médica Fértil, se ha dado
a la tarea de realizar protocolos de estudio para la deteccion de sexo en fetos a
partir de la octava semana de gestacion. Esto es posible porque en la sangre de
la madre se encuentra circulando DNA fetal y gracias al desarrollo de la biologia
molecular podemos detectar genes especificos que podrian reflejar si el bebé
posee es del sexo masculino o femenino.

Por el momento, el laboratorio de Genédica, estamos desarrollando y
validando una técnica “no invasiva® para determinar sexo en un feto de 8
semanas de gestacién en adelante.

Los resultados obtenidos del estudio pemitirdan a la pareja estar
preparados y tener esta informacién en etapas muy tempranas del embarazo.

Que se le pide a usted:
La técnica requiere de una muestra de sangre periférica y usted podra acceder
en cualquier momento a la informacién generada en este estudio.
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Las muestras que usted done se usaran exclusivamente para este proyecto y
una vez que se termine de trabajar con ellas seran destruidas.

Cuales son los posibles beneficios:
Permitira ofrecerle la deteccién de sexo fetal, a partir de la 8% semana de
gestacion de sus bebés por una técnica no invasiva.

A que tiene derecho:

& Usted tiene derecho a obtener toda la informacién producida en este

estudio.

< A obtener respuestas satisfactorias a todas sus preguntas.

& La informacién obtenida en este estudio es confidencial y solo tendra
acceso a esta informacion el personal de Médica Fértil directamente
involucrado con la obtencién de los resultados o aquel personal que por
su labor deban tener conocimiento de ella.

Si usted requiere que sea eliminada su muestra del estudio de
investigacién solo tendra que solicitarlo.

o,
L <4

“Declaro haber informado a la paciente de todo lo que concierne esta
metodologia y haber contestado hasta donde me fue posible cada una de sus
dudas”

Responsable:

Nombre y Firma Fecha

“Declaro que estoy de acuerdo con la realizacién del estudio, que entiendo la
informacién contenida en este documento y que cada una de mis dudas ha sido
resuelta de manera clara y completa. Por otra parte, me comprometo a
confirmar el diagndstico del sexo en los meses sucesivos o al nacimiento del
bebé”

Paciente:

Nombre y Firma. Fecha
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ANEXO Ii

SOLICITUD DE ESTUDIO PARA “DETERMINACION DE SEXO FETAL A
TRAVES DE SANGRE PERIFERICA MATERNA A PARTIR DE LA OCTAVA
SEMANA DE GESTACION EMPLEANDO PCR TIEMPO REAL”

Fecha:
No. Caso:

Nombre:
Edad:
Direccion:
Teléfono:
Semanas de gestacion:
Embarazos anteriores. NO Sl ¢ Cuantos?
Sexo de los bebés en embarazos previos

Femenino Masculino

Indicaciones:
¢ La paciente debe presentarse en ayuno de 8 horas.
e La muestra debe ser tomada en dos tubos rotulados perfectamente: uno
sin anticoagulante (tapa roja/suero) y otro con anticoagulante con EDTA
(tapa lila/ plasma). Centrifugar inmediatamente 10 minutos a 2000 rpm vy
separa en tubos diferentes el suero y el plasma. Enviar la muestra a
-20°C en menos de 3 horas.

Médico Solicitante:

Querétaro l:] Celaya | |  S.LP Externo
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