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Resumen: las anormalidades fetales afectan alrededor del 1% de los recién nacidos en
todo el mundo y estan asociadas con cerca del 20% de la mortalidad infantil durante
el primer afo de vida. El diagnéstico prenatal permite la detecciéon temprana tanto de
enfermedades del feto como de la madre, con el fin de brindar una mejor manera de
afrontar la situacién o iniciar medidas terapéuticas durante el embarazo o después
del nacimiento, incluso en algunos paises se permite cuestionar la continuaciéon del
embarazo. Este diagnéstico se realiza mediante analisis citolégicos y genéticos con
métodos invasivos y no invasivos. Los métodos invasivos, que incluyen amniocentesis,
cordocentesis y biopsia de vellosidades coridnicas, permiten extraer el material para el
analisis, pero generan en la madre ruptura de membranas, propiciando complicaciones
como hemorragias, infecciones y abortos. Frente a esto, se ha venido proponiendo el
uso de métodos no invasivos, entre ellos el estudio de células fetales como linfocitos,
eritroblastos y trofoblastos, y acidos nucleicos fetales (ADN y ARNm) que circulan en
la sangre periférica de la madre, con el fin de evitar lesiones del feto o de la madre.
En el presente articulo se pretende realizar una revision de los métodos de diagnéstico
prenatal, su aplicacion y su desarrollo potencial.
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| diagnéstico prenatal comprende todos aquellos procedimientos para identificar algin

tipo de anomalia en el feto durante el embarazo. Puede entenderse por anomalia

defectos congénitos, alteraciones cromosémicas, alteraciones del metabolismo o cual-
quier perturbacién del desarrollo fetal [1]. Segtn la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
alrededor del 1% de los nifios en el mundo presentan una anomalia congénita [2], y cerca
del 8% de los recién nacidos (nifios menores de 5 aflos) mueren a causa de estas alteraciones
[3-4]. En América, este porcentaje representa hasta un 16% de estas muertes, de las cuales
para América Latina corresponden al 13% [4], siendo la segunda causa de muerte en neona-
tos en estos paises [5].
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En algunas ocasiones, conocer la existencia de un desorden genético o una malformacién
en el feto permite iniciar medidas terapéuticas aplicables durante el embarazo y después del
nacimiento, y en algunos paises, brinda a los padres la posibilidad de elegir la continuacién
del embarazo. El diagnéstico prenatal se puede realizar mediante el uso de métodos invasi-
vos y no invasivos. Los métodos invasivos irrumpen en el interior de la madre y el feto para
extraer material para el andlisis; sin embargo, generan graves consecuencias. Debido a esto
y a la necesidad de realizar diagnéstico prenatal, se ha venido proponiendo el estudio de
las alteraciones fetales mediante métodos no invasivos a partir de células y acidos nucleicos
fetales que circulan en la sangre periférica materna.

Esta revision pretende describir los procedimientos de diagndstico prenatal y los
avances que se han alcanzado en el uso de material fetal presente en la sangre materna, de-
mostrando la posibilidad de establecer un modelo de estudio en la identificacién de enferme-
dades fetales o maternas durante el embarazo y desarrollar protocolos diagnésticos basados
en el aislamiento de células y dcidos nucleicos fetales que contribuyan a la disminucién de la
mortalidad perinatal a través de la identificacién oportuna de estas enfermedades.

Métodos de diagnostico prenatal

El diagnéstico prenatal se realiza a partir de andlisis citol6gicos y genéticos a través de
métodos invasivos y no invasivos. Los métodos invasivos son procedimientos quirtrgicos que
irrumpen en el interior de la ma-
dre y penetran en el espacio en
el que se encuentra el feto o los
tejidos a su alrededor, como son
la placenta, el Gtero y el cordén
umbilical, con el fin de extraer
diferentes tipos de material se-
glin el andlisis requerido. Los
métodos no invasivos, por su
parte, no causan dafio al tejido
materno ni alteran las condicio-
nes normales del feto.
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to se realiza alrededor de la semana 15, con el fin de obtener células fetales dtiles para el
analisis [9].

La biopsia de vellosidades coriénicas consiste en la obtencién de material coriénico; es de-
cir, células del trofoblasto. Este procedimiento permite obtener muestras entre las semanas 10y
12, pero representa mas riesgos para la madre y el feto [9]. Igualmente, en ocasiones, las células
embrionarias obtenidas pueden encontrarse contaminadas con las células maternas, lo que im-
pide la efectividad del examen. Por su parte, la cordocentesis se realiza a través de una puncién
percutdnea hasta el cordén umbilical, para extraer sangre fetal entre las semanas 18 y 22.

Los métodos invasivos, a pesar de brindar el material necesario para el andlisis, sélo se sugie-
re deben ser utilizados en mujeres mayores de 35 afos, debido a que en 1 de cada 200 mujeres
embarazadas en este rango de edad se desarrollan fetos con anomalias cromosémicas [10]; de
manera similar, también se recomienda en las mujeres con historia de hijos afectados o anorma-
lidades genéticas en los padres, por el alto riesgo que proporcionan para el feto y la madre.

Adicionalmente, estos métodos producen en la mayoria de los casos, ruptura de membra-
nas, hemorragias, infecciones y abortos [6-7], los cuales se encuentran entre las causas més
frecuentes de mortalidad materna y que, junto con los trastornos hipertensivos, representan el
65% de las muertes directas en el contexto internacional [4, 11]. Igualmente, representan una
de las mayores causas de mortalidad perinatal tanto de fetos sanos como de fetos con algtin
tipo de anomalia, y limitados a mujeres mayores de 35 afios y con condiciones socioeconé-
micas favorables [10].

Métodos no invasivos

Por todas las causas anteriormente mencionadas, se vienen proponiendo los métodos no
invasivos a partir de acidos nucleicos y células fetales presentes en sangre periférica materna,
como una alternativa para realizar el diagnéstico prenatal [12-13].

Acidos nucleicos fetales

Tanto el ADN como el ARN fetal se encuentran en sangre materna en vesiculas de membra-
na libres de células como producto de la apoptosis (muerte celular programada) o en algunos
casos necrosis de las células fetales. Hahn y colaboradores, describieron un mecanismo para
explicar el proceso de liberacién de los dcidos nucleicos fetales en sangre materna, denominado
aponecrosis, el cual se explica como una ejecucién incompleta de la apoptosis, seguida de una
desintegracién necrética de la célula [14]. En la figura 2 se describe dicho mecanismo.

ADN fetal

El ADN libre de células circulando en plasma materno fue descrito por Lo y colaboradores
en 1997, como un producto de las células fetales que son destruidas por lisis celular, procesos
inmunoldgicos o por procesos de apoptosis regulada [15]. El ADN es protegido dentro de
cuerpos apoptéticos o por unién a los nucleosomas, favoreciendo su presencia en sangre pe-
riférica [16] a partir del primer trimestre y aumentando con la edad gestacional. El porcentaje
de ADN es 100 veces mayor que el nimero de células fetales en sangre materna y se conserva
estable hasta 24 horas después de la obtencién de la muestra [17].

Para el andlisis del ADN, se han usado diferentes marcadores como algunas secuencias del
cromosoma Y [13, 15, 18-22]. Se ha utilizado para el diagnéstico genético de enfermedades
como beta talasemia mayor, hemoglobina E, acondroplasia, distrofia mioténica, fibrosis quisti-
ca, enfermedad de Huntington e hiperplasia adrenal congénita [12, 21]. La identificacion del
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ADN se realiza con técnicas moleculares
tales como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polymerase
chain reaction), con sus diferentes varia-
ciones: anidada, mdltiple, cuantitativa
fluorescente y en tiempo real.

Los andlisis realizados no sélo se
han centrado en la determinacién de
genes, sino también en cémo la can-
tidad del ADN en la sangre periférica
puede ser indicativo de algunas enfer-
medades como aneuploidias en el feto
y aquellas relacionadas con la placen-
ta, incluyendo la preeclampsia, el par-
to pretérmino y la placentacion invasi-
va [23-26]. De estas enfermedades, la
mas estudiada ha sido la preeclampsia,
donde se ha descrito aumento en el
material genético en mujeres emba-
razadas afectadas, respecto a mujeres
embarazadas que no presentan la en-
fermedad [19, 22, 27-29]. Al tomar el
ADN de plasma de sangre periférica,
se demuestra un aumento significativo
de éste en las mujeres embarazadas
antes de desarrollar preeclampsia [19,
22, 27, 29-31]. Este aumento ha sido
observado en dos periodos, uno entre
las semanas 17 y 28, y otro aproxima-
damente tres semanas antes de la apa-
ricién de los sintomas [30].

Aungque no se conozca con exac-
titud las causas de dicho aumento, se
atribuye al incremento de areas apop-
téticas o necrdticas en la placenta, fallas
en el proceso de depuracién de ADN
circulante en la sangre materna de mu-
jeres con preeclampsia, y por procesos
de destruccién de las células fetales
circulantes [19, 27]. Esto permite con-
siderar al ADN fetal en sangre periféri-
ca como un marcador predictivo de la
enfermedad [31]. De manera similar, se
ha encontrado un aumento en la con-
centracién de ADN en sangre periférica
de mujeres que portan fetos con aneu-
ploidias, en especial, trisomia 21, lo que
permite considerar este ADN como una
herramienta para el diagnéstico de di-
cha trisomia [18, 26, 32].

A
0 o o
(o) Oo
Liberacion
de nudos Proliferacion del
apoptoticos citotrofoblasto

velloso

Envejecimiento del
sincitiotrofoblasto

Diferenciacion
citotrofoblasto
velloso

Diferenciacion del
sincitiotrofoblasto

Fusion sincitial
citotrofoblasto/
sincitiotrofoblasto

B
% (74
®

Liberacion
aponecrotica

c Liberacion
de nudos
necroticos

Figura 2. Formas de liberacién del material sincitial a la circu-
lacién materna. (A) Liberacién apoptética normal. Durante la
formacion y crecimiento de la placenta y la autoregeneracion
placentaria, de manera permanente se dan los procesos de pro-
liferacién y diferenciacion del citotrofoblasto velloso hacia el sin-
citiotrofoblasto, el tejido sincitial se desgasta, envejece y libera
nudos apoptéticos a la circulacion materna. Este material esta
rodeado de membrana plasmatica y esta involucrado en proce-
sos inmunomodulatorios. (B) Liberacién aponecrética. Si la cas-
cada apoptética es alterada, el material apoptético puede ser
liberado por mecanismos propios de la necrosis, estos nudos
aponecroticos pueden tener efectos proinflamatorios. (C) Libe-
racién necrética. Debido al rompimiento accidental o en caso
que la apoptosis no ocurra, algunas partes del sincitiotrofoblas-
to pueden sufrir necrosis. Este material necrético se considera
inductor de la respuesta proinflamatoria en la madre.
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ARN fetal

Poon y colaboradores demostraron la presencia de ARNm fetal en plasma materno identifi-
cando un gen del cromosoma Y [33], ademas se han asociado otros genes que se encuentran en
la placenta como el lactégeno placentario (hPL) [34], la subunidad beta de la gonadotropina co-
riénica humana (B-hCC) [35-36] y la hormona liberadora de corticotropina (CRH). La estabilidad
del ARNm fetal en sangre periférica es mayor que la del ADN fetal, gracias a la asociacién con
particulas celulares, como producto del proceso de apoptosis de las células fetales [35, 37].

Ng y colaboradores evaluaron la presencia de ARNm de origen placentario en sangre
periférica a través de una PCR en tiempo real, midiendo los niveles de hPL y B-hCG, en todas
las muestras tomadas. Los autores demostraron que el ARNm placental puede ser detectado
del plasma de sangre materna. Igualmente, evaluaron la estabilidad de este ARNm, extrayén-
dolo y midiendo los niveles de hPL y B-hCG inmediatamente después de la recoleccién de
la muestra y 24 horas después de ser recolectada y conservada a temperatura ambiente, sin
observar diferencias significativas [38]. Este ARNm, a diferencia del ADN en plasma materno,
brinda una manera de detectar los dcidos nucleicos fetales en plasma materno, independien-
te del género y de los polimorfismos presentes en el feto [35].

La cuantificacién del ARNm también ha permitido la identificacién de enfermedades fetales
determinando genes del cromosoma 21 en aneuploidias [18], y enfermedades de la madre
como la preeclampsia. Ng y colaboradores describieron un aumento de 10,5 veces en el ARNm
del gen de la hormona liberadora de corticotropina en plasma de mujeres con preeclampsia,
comparado con mujeres embarazadas que no presentaban los sintomas. Las causas de dicho
aumento se le atribuyen al incremento de los procesos necréticos y apoptéticos, y a las fallas en
la degradacién del material genético en sangre periférica de las mujeres con preeclampsia [35].
Igualmente, estos estudios permiten considerar al ARNm de hormona liberadora de corticotro-
pina en plasma materno, como un marcador molecular para la preeclampsia [35, 39].

Células fetales

Tres grupos de células fetales se pueden aislar de la sangre materna: linfocitos fetales,
eritroblastos fetales y trofoblastos.

Los linfocitos fetales en sangre periférica fueron inicialmente descritos por Walknoska, y
aislados satisfactoriamente mediante FACS por Hezenberg y colaboradores [40-41]. Los lin-
focitos fetales se encuentran en sangre materna a partir de la semana 7 a 8 de gestacién, en
una proporcién de 1 por cada 800 a 60.000 linfocitos maternos [1]. Estas células tienen una
vida media de 4 a 5 afos, por lo que pueden quedar en sangre materna por mucho tiempo,
y aquellos que sean aislados podrian ser de embarazos anteriores y alterar los resultados en
caso de mujeres multigravidas [12-13]. Su aislamiento a partir de sangre materna mediante
anticuerpos monoclonales anti-HLA presenta dificultades, entre ellas el gran polimorfismo de
los antigenos de HLA en su superficie, lo cual hace que la seleccién del anticuerpo sea espe-
cialmente dificil y que el procedimiento se vuelva largo y costoso [13].

Los eritroblastos fetales han sido aislados mediante técnicas como la citometrfa de flujo.
Estas son células nucleadas e inmaduras, precursoras de la linea eritroide, que se encuentran
en medula ésea [12]. Se estima que la proporcién de eritroblastos fetales en la circulacién
materna es de 1 célula fetal por cada 50.000 células maternas. Los eritroblastos tienen una
vida media de tres meses, asi que aquellos que se aislen de la circulacién periférica materna
durante el embarazo, muy probablemente habran derivado de esa gestacién [1, 13]. Los
eritroblastos fetales, como células hematopoyéticas, se encuentran en los capilares fetales de
las vellosidades cori6nicas. La manera en la cual estas células pueden ser liberadas a sangre
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materna, es por un dano accidental de las vellosidades o por condiciones que generen alte-
raciones en el endotelio fetal [14].

Por su parte, las células trofoblasticas se forman cuando el blastocisto se implanta en el
endometrio y las células del trofoectodermo proliferan e invaden la decidua, formando las
células del citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, encargadas de formar la placenta y reempla-
zar el endotelio de las arterias espirales [42]. Estas células pueden salir hacia la circulacién
materna [13], a partir de la semana 4 6 5, en una proporcién de 1 por cada 10 leucocitos
maternos, siendo la poblacién celular fetal que entra en la circulacién materna a menor edad
gestacional y en mayor cantidad [1, 13].

Las células trofoblasticas se diferencian en varias poblaciones con propiedades y funciones
especificas: el citotrofoblasto es representado por limites membranales bien definidos, y el
sincitiotrofoblasto es caracterizado como una masa multinucleada producto de division rapi-
day continua del citotrofoblasto. En el espacio intervelloso se presentan dos clases de citotro-
foblasto: el citotrofoblasto velloso y el citotrofoblasto de anclaje, cubiertos por una capa de
sincitiotrofoblasto, los cuales en conjunto forman las vellosidades cori6nicas. Por su parte, una
subpoblacién de citotrofoblasto llamado extravelloso, continda la invasién a partir de dichas
vellosidades dividiéndose en dos subpoblaciones: el citotrofoblasto intersticial el cual invade
la decidua y la tercera parte del miometrio, y el citotrofoblasto endovascular que continta
hasta invadir las arteriolas espirales, reemplazando su endotelio (ver figura 3) [42].

Este material trofoblastico es liberado a la circulacién materna por el desprendimiento de
fragmentos de sincitiotrofoblasto, mediante un mecanismo normal de apoptosis en las vellosi-
dades coribnicas, o por el desprendimiento de las células del citotrofoblasto endovascular en
el proceso de invasién y reemplazo del endotelio de las arterias espirales, donde pueden ser
arrastrados por la corriente sanguinea al espacio intervelloso llegando a las lagunas de sangre,
y finalmente, por vena uterina salir a la circulacién materna [14].

Algunos autores han afirmado que las concentraciones de eritroblastos y trofoblastos en
sangre materna se incrementan cuando hay una anormalidad genética en el feto o cuando
se presentan patologfas de la madre como la preeclampsia, aunque sélo recientemente se ha
considerado como un evento anterior a la aparicion de los sintomas [13-14, 43].

Holzgreve y Hahn, basados en las relaciones encontradas entre el aumento de la cantidad
de células fetales y ADN libre de células circulante en sangre materna y la aparicién de la
preeclampsia, realizaron un estudio donde observaron que el trafico de éstos en sangre peri-
férica es elevado a la semana 20 de gestacion en mujeres que posteriormente desarrollarian
preeclampsia, lo que permite pensar que estos parametros pueden ser aptos como marcado-
res predecibles de esta patologia [43].

Por su parte, se ha descrito que la liberacién de células trofoblasticas es elevada en mu-
jeres con preeclampsia o eclampsia [43-48], siendo estas células detectadas en mayor con-
centracién en muestras de sangre de vena uterina que en muestras de sangre periférica; sin
embargo, se afirma que el trofoblasto en sangre periférica es mas abundante en embarazos
con preeclampsia que en los normales [14, 43-46, 48]. Este aumento se presenta por un
incremento de la apoptosis del sincitiotrofoblasto o por problemas en la adhesién del citotro-
foblasto endovascular al endotelio de las arterias espirales [14, 42]. Otros autores también han
demostrado que los eritroblastos fetales son mas frecuentes en sangre materna de mujeres con
preeclampsia, comparadas con mujeres normales [47, 49-51]. En estudios para examinar si
el incremento de eritroblastos fetales es un evento asociado con los defectos tempranos en la
placentacién o una consecuencia de las posteriores manifestaciones clinicas de la preeclamp-
sia, se realizaron pruebas con mujeres embarazadas con anomalias en las arterias uterinas, las
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso de diferenciacion trofoblastica. El citotrofoblasto velloso prolifera y
puede fusionarse para formar la capa de sincitiotrofoblasto que recubre la vellosidad o diferenciarse hacia la via extrave-
llosa invasiva. El sincitiotrofoblasto por procesos de desgaste y de envejecimiento celular forma nudos apoptéticos que
son liberados a la circulacion materna (flechas rojas). El citotrofoblasto velloso forma las células columnares extravellosas,
células que posteriormente invaden la decidua o intersticio endometrial (citotrofoblasto intersticial) y llegan en ocasiones
hasta el primer tercio del miometrio (flecha azul). La otra ruta invasiva (flecha negra) es la que permite la transformacion
de las arterias espirales uterinas maternas y es durante este proceso que se forma el citotrofoblasto endovascular, este es
susceptible de ser transportado en sangre materna por desprendimiento del citotrofoblasto endovascular.

cuales estan asociadas con riesgos de preeclampsia y restriccién del crecimiento intrauterino.
Este estudio indic6 que el nimero de eritroblastos fue elevado en el primer trimestre de ges-
tacién en los embarazos que posteriormente desarrollarfan preeclampsia [14, 52].

Por su parte, Johansen y colaboradores estudiaron la relacion entre la invasién trofobldstica
y el sindrome de la preeclampsia, encontrando un aumento en la concentracién de factores de
dafo endotelial presentes en fragmentos de microvellosidades de sincitiotrofoblasto en mujeres
con preeclampsia [45]. Igualmente, Goswami'y colaboradores demostraron que microparticulas
de sincitiotrofoblasto son liberadas a circulacién materna en concentraciones més altas en mu-
jeres con preeclampsia y que la expresién de moléculas adhesivas en su superficie puede estar
relacionada con el dafo de las células endoteliales caracteristico de la patologfa [53].

Estos estudios sugieren que tanto las lesiones placentarias como otros mecanismos atin no
descritos, conllevan a un incremento tanto de células como de dcidos nucleicos fetales en la
sangre materna de pacientes que pueden desarrollar preeclampsia, lo que permite utilizarlos
como marcadores presintomaticos de esta enfermedad.
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Conclusion

Esta revision presenta un panorama general sobre el diagnéstico prenatal y las herramien-
tas utilizadas hasta el momento para el estudio de enfermedades fetales como las aneuploi-
dias, y enfermedades de la madre como la preeclampsia, el parto pretérmino y la placenta-
cién invasiva. Igualmente, permite conocer las nuevas propuestas para el diagnéstico prenatal
utilizando métodos no invasivos por medio del estudio de células y acidos nucleicos fetales
presentes en sangre periférica materna. Tanto el andlisis de los acidos nucleicos realizado
mediante la utilizacién de algunas secuencias del cromosoma Y y de genes especificos de la
placenta como lactégeno placentario (hPL), la subunidad beta de la gonadotropina coriénica
humana (B-hCC) y la hormona liberadora de corticotropina (CRH), entre otras, y el uso de cé-
lulas fetales, en su mayorfa eritroblastos y trofoblastos, permiten relacionar su concentracién
en sangre periférica materna con la presencia de anormalidades en el feto o en la madre.

El uso de estos métodos, ademas del bajo costo que generan y la posibilidad de evitar los
riesgos del uso de los métodos invasivos, como son la ruptura de membranas, las hemorragias,
las infecciones y abortos, también permiten atender a una poblacién mayor de mujeres em-
barazadas, pues es aplicable a cualquier edad y nivel socioeconémico, a la vez que permite
realizar el diagnéstico a una edad gestacional temprana en la cual se pueden tomar medidas
oportunas y asi lograr disminuir la cantidad de muertes maternas y perinatales.

A pesar de los beneficios que ofrece la utilizacién de métodos no invasivos, su uso ha
sido limitado a paises desarrollados, dejando a las mujeres embarazadas de las poblaciones
latinoamericanas sin la oportunidad de tener nuevas opciones diagnésticas ejecutables du-
rante la gestacién. Lo anterior debe generar en la comunidad cientifica de nuestros paises, la
necesidad de generar proyectos que conlleven a instaurar protocolos para la identificacién
de enfermedades fetales y maternas durante el embarazo, basados en el diagnéstico prenatal
mediante la utilizacién de métodos no invasivos empleando células y dcidos nucleicos fetales
presentes en sangre periférica materna.

Abstract: Fetal abnormalities affect 1% of the newborns worldwide and have been
associated with 20% of infant mortality during the first year of life. Prenatal diagnosis
allows early detection of fetal or maternal abnormalities, in order to provide a better way
to deal with the situation or to initiate treatment during pregnancy or after birth, even in
some countries the continuation of the pregnancy is an option. This diagnosis is made
by cytological and genetic analysis using invasive and noninvasive methods. Invasive
methods, including amniocentesis, cordocentesis and chorionic villus biopsy, allow the
extraction of material for analysis, but they can result in rupture of membranes in the
mother, leading to complications such as bleeding, infections and abortions. Against this,
the use of noninvasive methods has been proposed, including the study of fetal cells
such as lymphocytes, erythroblasts and trophoblasts, and fetal nucleic acids (DNA and
mRNA) circulating in the peripheral blood of the mother, to avoid injury of the fetus or the
mother. The present article aims to review the methods used for prenatal diagnosis, their
application and their development potential.

Key words: Prenatal diagnosis, non invasive methods, fetal cells, trophoblast, erythroblast,
fetal lymphocytes, fetal nucleic acids, fetal DNA, fetal mRNA.
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