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El diagndstico prenatal no invasor: analisis de células
y ADN fetal circulantes en la sangre materna

Natalia Olaya', Diana Jaramillo Posada’

RESUMEN

El diagndstico prenatal temprano y no invasor por medio del anélisis de células o ADN fetales
circulantes en la sangre materna es un area prometedora de la obstetricia moderna. Entre las
enfermedades que se pueden diagnosticar o cuyo comportamiento es posible predecir por estos
métodos se encuentran la preeclampsia, la restriccion del crecimiento intrauterino y el parto
pretérmino. Algunas condiciones fetales que podrian detectarse son el sexo, ciertas anomalias
cromosodmicasy los defectos de un solo gen. Sin embargo, estas técnicas tienen limitaciones y hasta
el momento no se practican de manera rutinaria. Con esta revision pretendemos darles a los
lectores informacién actualizada sobre las principales técnicas para el estudio de las célulasy el
ADN fetales circulantes en la sangre materna y sus aplicaciones. Para tal fin se hizo una busqueda en
revistas indexadas hasta 2008 en las bases Pubmed, Scielo y Latindex y se escogieron, a juicio de las
autoras, articulos especialmente relevantes.
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SUMMARY

Non invasive prenatal diagnosis: analysis of circulating fetal DNA and cells in maternal blood

Prenatal non invasive diagnosis by means of analyses of foetal DNA or cells circulating in maternal
blood is one of the most promising areas of obstetrics. Among maternal diseases that could be
diagnosed by these methods, or whose behaviour could be predicted, are preeclampsia, growth
restriction and preterm labour. Some foetal conditions that could be detected are sex, chromosomal
anomalies and single-gene defects. However, these are complex and expensive techniques that are
notregularly performed in health care institutions. With this review we intend to provide the readers
with up to date information on the main techniques available for the study of circulating foetal cells
and DNA, and on their possible clinical applications. The review was based on a search for journals
indexed up to 2008 in Pubmed, Scielo and Latindex. Especially relevant articles were chosen by the
authors.
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INTRODUCCION

La mortalidad y la morbilidad maternas y perinatales
siguen siendo elevadas en el mundo; se calcula que una
mujer fallece cada minuto como consecuencia del
proceso reproductivo. Ademas, de los 130 millones de
nifilos que nacen cada afio mueren 4 millones en la
primera semana de vida y por cada uno de ellos hay un
mortinato.' EI 98% de estas muertes ocurren en paises
del tercer mundo. En Colombia, la situacion es
especialmente preocupante: segin estadisticas vitales
del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE), hay 104,5 muertes maternas por cada 100.000
nacidos vivos.? La tasa de mortalidad perinatal, por otra
parte, es en Colombia de 24 por cada 1.000 nacidos vivos.?*

Entre las causas méas importantes de muerte materna,
tanto en el mundo en general como en Colombia, estdn
la preeclampsia, la hemorragia pospartoy las infecciones.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
muerte perinatal ocurre especialmente por restriccion
del crecimiento intrauterino, parto prematuro, bajo peso
al nacer y anomalias congénitas.** No existe en la
actualidad ninguna prueba que permita predecir con
certeza el desarrollo de estas complicaciones. Para la
preeclampsia y el parto pretérmino se utilizan ciertos
elementos de la evaluacion clinica, entre ellos la curva
de presion arterial, la ganancia de peso durante la
gestacion y la cervicometria; la desventaja de estos es
que son de baja sensibilidad o requieren personal
entrenado, equipo especializado y acceso a los servicios
desalud.®

Por otra parte, para el estudio de las alteraciones
cromosémicas fetales existen pruebas de tamizacion
ecogréfico y de laboratorio como la medicién de la
sonolucencia nucal entre las semanas once y catorce de
la gestacion y el tamizacion cuadruple. La determinacion
de la sonolucencia nucal es util; sin embargo, al igual que
la cervicometria, necesita personal calificado. En cuanto
al tamizacién cudadruple, es costoso y requiere un
laboratorio especializado.”® En general, el ultrasonido
como método diagnostico de malformaciones fetales
tiene una sensibilidad del 60%.°'° El uso de este tipo de
ecografias, [lamado de tercer nivel, no estd contemplado

como parte del protocolo oficial de control prenatal g
se realiza a las mujeres embarazadas cuya gestacion
de bajo riesgo obstétrico.

Por otra parte, aunque en Colombia estan disponibles
técnicas de biologia molecular asi como el persor
calificado para practicarlas, solo se utilizan en cas
seleccionados. Hasta el momento, no se encuentr
disponibles para hacer el diagnéstico prenatal de ruti
de enfermedades a partir de acidos nucleicos circulan
en la sangre materna.

Esimportante aclarar que cualquiera sea el diagnosti
obtenido por medio de estas pruebas, es presuntivo;
confirmacion o diagnostico definitivo requiere el uso
técnicas invasoras, no exentas de riesgo, como
amniocentesis, la cordocentesis y la biopsia de
vellosidades coridnicas.

En afios recientes se ha utilizado el andlisis de célula
ADN fetales en la sangre materna por medio de diver:
técnicas para predecir la aparicién de preeclampsia
restriccion del crecimiento intrauterino y el pa:
prematuro y para diagnosticar anormalidad
genéticas.'*'* En este articulo se presentan los principa
avances tedricos y técnicos de dichos procedimient
asi como sus aplicaciones actuales. Se intenta responc
a los interrogantes sobre las perspectivas futuras
utilizacién en el mundo en general y en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Con el fin de obtener informacién acerca del anélisis
la sangre materna para buscar 4cidos nucleicosy célu
circulantes, se revisaron las bases de datos Pubm
Scieloy Latindex. Se incluyeron articulos de revistas ha
2008 incluidoy se seleccionaron algunos entre aquel
que las autoras consideraron especialmente relevant

ORIGEN Y PRESENCIA DEL ADN Y LAS CELUL
FETALES EN LA SANGRE MATERNA

Desde hace méas de un siglo se sabe que las células feta
pueden atravesar las barreras vasculares y encontra:
en la circulacién materna.'” La frecuencia con la cual
encuentran en las mujeres normales es muy baja: u
célula fetal en 10 millones de eritrocitos.'s Entre las célu
circulantes que se han estudiado se encuentran
eritrocitos, las células sanguineas progenitoras y
trofoblasto.!'*%
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Durante el embarazo se puede encontrar ADN fetal
circulante en la sangre periférica de la madre. Su
concentracién aumenta en el plasma materno a Io largo
del embarazo.* Se han planteado varias teorias para
explicar la presencia de ADN fetal libre en la sangre
materna. Inicialmente se pensé que procedia de las
células hematopoyéticas fetales; sin embargo, las células
fetales intactas son raras en la sangre materna y es
improbable que un niumero tan bajo de células explique
la cantidad relativamente alta de ADN fetal libre
circulante.”

En condiciones normales, el sincitiotrofoblasto viejo o en
malas condiciones sale hacia la circulacién materna como
nudos sincitiales que los pulmones filtran y remueven?®
(Figura n.° 1). Este sincitiotrofoblasto sufre apoptosis antes
de salir ala circulacién.® La tasa de fusion sincitial excede
la requerida para el crecimiento de las vellosidades y, en
consecuencia, se liberan diariamente mas de tres gramos
de sincitiotrofoblasto en el tercer trimestre en la
circulacion materna.*

Figuran.° 1. Fotografia de nudos sincitiales.
Placenta de 35 semanas. H&E 400X
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EVALUACION DEL ADN FETAL EN LA SAN(
MATERNA

La placenta, con su gran tamafo e intensa activi
celular fetal, es otra posible fuente de ADN; algu
trabajos han mostrado la relacién que existe entre
mayor cantidad de ADN fetal libre circulante yla e
gestacional avanzada.*?" La secuencia génica SRY
cromosoma Y se ha encontrado en la sangre mate
desde el dia 14 posconcepcion.® Este dato sorpre
cuando se considera que la circulacién fetoplacent
no se establece sino al dia 28 posconcepcién; para
fecha el 80% de las mujeres ya tienen ADN fetal circula
en la sangre.®

El trofoblasto, que aparece durante la segunda sem
posconcepcién y persiste en el organismo por varios
después de un aborto, podria explicar la presenci
ADN desde el comienzo de la gestacion.® Tjoa encor
en un modelo ex vivo, una relacién directa entr
apoptosis y la necrosis del trofoblasto y la liberacio:
ADN, Io cual sugiere que el trofoblasto es la fuent
buena parte del ADN circulante.?” Ademads, se ha enc
trado ADN circulante en embarazos anembrionado
cual apoya esta hipotesis.

ANALISIS DE ADN Y CELULAS CIRCULANTES EN
SANGRE MATERNA

Para obtener célulasy ADN fetales en la sangre matc
se requieren entre 5y 25 mL.*3! Con el fin de prese:
los &cidos nucleicos y las células fetales se recomie
agregar formaldehido.* Una vez obtenida la mue:
se pueden aplicar diversas técnicas de biologia celu
molecular, entre ellas: citocentrifugaci
inmunocitoquimica, hibridacién in situy reaccior
cadena de la polimerasa, secuenciamiento y analisi
metilacién del ADN, 12133534

Para extraer las células fetales de la sangre matern
deben lisar los globulos rojos y eliminar [os leucoc
después de lo cual se centrifuga la muestra y se ha
extendidos en laminas. Estas se colorean por técn
rutinarias de histoquimica o se detectan sobre ¢
proteinas especificas de las células trofoblastica:
objetivo de este procesamiento es evaluar la morfol
y contar las células trofoblasticas por mililitro de sar
materna.***°

IATREIA /VOL 22/No. 4/ DICIEMBRE,



EIADN se obtiene a partir de la sangre materna luego de
lisar los glébulos rojos. Para ello se utiliza cualquier
protocolo comercial 0 no para la extraccién de ADN.>

APLICACIONES BASICAS DEL ADN LIBRE O DE LAS
CELULAS FETALES CIRCULANTES

Aunque es relativamente facil extraer ADN fetal a partir
de la sangre materna, es dificil hacer ciertas aplicaciones
diagnosticas porque la cantidad de ADN fetal es apenas
del 3,4% del ADN total extraido durante el primer y
segundo trimestres.*® Ademads, es dificil distinguir los genes
fetales de los maternos, y por esta razén, los trabajos
publicados hasta la fecha se han Ilevado a cabo
principalmente con series de fetos de sexo masculino.**#°
Las aplicaciones basicas de los acidos nucleicos
circulantes en la sangre materna son las siguientes:

1. Determinacion del sexo: se puede hacer en dos
formas: la PCR para secuencias especificas del
cromosoma Y o la hibridacién in situ para las mismas
secuencias en células del trofoblasto.

2. Deteccidn de trastornos genéticos: aneuploidiay
defectos de un solo gen.

3. Seguimiento y deteccion de complicaciones de
la gestacion: preeclampsia, restriccion del
crecimiento, parto pretérmino.

ALTERACIONES DE LA CONCENTRACION DE ADN Y
DEL NUMERO DE CELULAS

Se ha encontrado que el nivel de ADN fetal esta elevado
en la sangre de mujeres con diversas alteraciones
genéticas y clinicas.® Un caso interesante es el de
aquellas que finalmente desarrollaran preeclampsia. Esta
enfermedad propia del embarazo tiene un impacto
importante en la morbimortalidad maternay perinatal,
especialmente en los paises en desarrollo.*' Aunque no
se sabe muy bien cudl es la causa, se ha encontrado que
existe una disfuncién endotelial acompanada de un
problema en la placentacion.* Las mujeres que padecen
esta enfermedad presentan en la sangre un nivel de ADN
fetal hasta cinco veces mayor que el de las gestantes
que no la sufren.*** El estudio de Lau se disend con el fin
de determinar si existe un aumento de este nivel antes
de la manifestacién clinica de la enfermedad. Los
resultados mostraron que el nivel aumentado de ADN

fetal podria seleccionar a un grupo de pacien
susceptibles de sufrir preeclampsia. Los auto:
propusieron dos posibles mecanismos para el incremer
del nivel de ADN fetal en la sangre materna, a sab
1. Mayor liberacion de dicho ADN por mas abundar
entrada de células del feto, tales como el trofoblastt
los eritroblastos, a la circulacién materna. 2. Merma er
depuracion del ADN fetal. Este tltimo mecanismo
propuso porque el riidn y el higado son los érgar
encargados de esta funcidon y ambos pueden es
afectados en la paciente con preeclampsia.

Otra forma de aumentar el nivel de ADN fetal en la sang
materna es el ingreso a esta de células muertas de
placenta como consecuencia del proceso de apoptc
que se ha descrito en las placentas de mujeres ¢
preeclampsia. 4

ELTROFOBLASTO, LAPREECLAMPSIAY EL RETRA
DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO

La preeclampsia es una enfermedad inflamato
multisistémica que afecta en particular al rifién y al higa
de la madre, caracterizada clinicamente por hipertensi
arterial y proteinuria. Se sabe que se origina por
exposicioén de la madre al trofoblasto placentario.*
preeclampsia es también un defecto de la placentaci
y de la diferenciacion del trofoblasto, el cual se

expuesto a estrés oxidativo.** El crecimiento apropia
de las vellosidades placentarias determinaria en bue
parte el éxito del proceso reproductivo. Segin Mayh
y colaboradores, la presion de oxigeno en el espac
intervelloso se debe mantener baja. Asi, la hipero:
originaria anomalias del desarrollo de las vellosidade
Paraddjicamente, en las placentas con preeclampsia h
proliferacion del citotrofoblasto y nudos sincitiales, |
cuales se han considerado clésicamente como signos
hipoxia.*®

Normalmente, el trofoblasto sufre un proceso
renovacion ciclica durante el cual hay apoptosi:
liberacion de los llamados nudos sincitiales a la circulaci
materna. En madres con preeclampsia se ha encontra
un aumento de la liberacién del trofoblasto hacia
sangre materna.*” Segin Chadda y colaboradores,*
hipoxia inhibe la fusién sincitial, lo cual precipitarie
necrosis del sincitiotrofoblasto e induciria una respue
inflamatoria sistémica.
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Tanto en la preeclampsia como en el retardo del
crecimiento intrauterino hay aumento de la velocidad
de renovaciéon del trofoblasto, con aceleracion de la
apoptosis.* Sin embargo, también puede haber necrosis
y aponecrosis.*

Larestriccién del crecimiento intrauterino, al igual que
la preeclampsia, se caracteriza por el funcionamiento
patoldgico de la placenta. Este proceso involucra una
invasién anormal del trofoblasto, modificacién solo
parcial o falta de modificacion de las arterias espirales,
aumento de la apoptosis de células del trofoblasto e
isquemia placentaria.®® Todo ello esté relacionado con la
liberacion de proteinas como también de ADN y ARN
fetales libres a la sangre materna, los cuales se pueden
cuantificar en la sangre periférica y usarlos para predecir
o detectar tempranamente la preeclampsia o la
restriccidn del crecimiento intrauterino antes de que se
manifiesten en la clinica.*®

Diferentes investigaciones han tratado de asociar la
concentracién de ADN fetal y el namero de células fetales
circulantes en las mujeres que tienen fetos con restriccion
del crecimiento intrauterino. Crowley y colaboradores®
encontraron que no existié ninguna correlacién entre el
ADN fetal libre o total en el plasma materno, cuantificado
antes de la vigésima semana de la gestacion, y la
posibilidad de desarrollar retardo del crecimiento
intrauterino o preeclampsia.

Por otro lado Caramelli y colaboradores* disefiaron un
estudio para definir si existe aumento en la concentracion
de ADN fetal en las mujeres cuya prueba tamiz del
doppler de arterias uterinas es positiva para retardo del
crecimiento intrauterino entre las semanas 20y 35 de la
gestacion. Encontraron que en este grupo de pacientes
si existe un incremento del ADN mayor que en el grupo
controly que el ADN fetal podria ser un marcador cuando
las mujeres tienen un feto con restriccidn del crecimiento
o en las que van a presentarla.

Recientemente, Nakamura y colaboradores
demostraron que hay un perfil particular de ARN
mensajero en la sangre de madres con preeclampsia.*

Se ha sugerido que la ruptura de la barrera placentaria
podria estar asociada con la presentacién de un parto
prematuro.”*> Leung y colaboradores encontraron que
el nivel de ADN circulante estaba elevado en un grupo
de mujeres con parto pretérmino en quienes fall la
terapia tocolitica.*® Farina y colaboradores,* tratando
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de buscar una correlacion entre el tiempo de gestaci
el nivel de ADN circulante en la sangre de mujeres
riesgo alto de parto prematuro, encontraron un n
mas alto que el normalmente esperado durante el te
trimestre y que ese aumento se correlaciona con m
incidencia de parto antes de la semana 34 de la gestac

CONCLUSION

Los procedimientos que utilizan el ADN y las cél
fetales circulantes en la sangre materna son técnicam
dificiles y tienen limitaciones pero se deben aprove
para intentar hacer diagnosticos tempranos. El cc
aunque relativamente elevado, no deberia ser

l[imitacion para aplicarlos en la poblacidon colombi
Inicialmente es necesario observar en dicha poblac
tan variable desde los puntos de vista genétic
geografico, el comportamiento de la cantidad de Al
de la cantidad y calidad de las células circulantes
frecuencia de malformaciones y otras enfermeda
En el futuro, estas técnicas podran permitir observ
existe asociacion entre las variaciones en e.
pardmetros y el desarrollo de las enfermedades

comunes; asi mismo, podrian utilizarse para el diagno:
de enfermedades, tanto maternas como fetales, y 1
la identificacidon temprana de anormalidades genét
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