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1. Resumen

Introduccién: El diagnéstico prenatal nace de la necesidad de poder acceder al feto en la
busqueda de alteraciones cromosdmicas. El descubrimiento del DNA fetal libre de células
en plasma materno (cffDNA) ha permitido el uso de nuevas técnicas no invasivas.
Objetivo: Extraer y diferenciar DNA fetal libre de células a partir de plasma materno para
el diagnostico prenatal no invasivo. Material y método: Para el presente estudio se
obtuvieron 23 muestras de DNA leucocitario y 20 de DNA libre de células en plasma
materno (cfDNA), se amplificaron por PCR punto final secuencias repetidas en tandem
que posteriormente fueron identificadas por electroforesis capilar. Resultados: Fue
posible diferenciar 14 muestras, usando marcadores de los cromosomas X y 21. Se
confirm6 el sexo del producto al nacimiento en 10 casos. La certidumbre en la
diferenciacion del cfDNA del DNA materno fue del 0.857. Conclusiones: Podemos decir
gue con 6 marcadores de 2 cromosomas distintos es posible diferenciar hasta con un 85%
de certidumbre el DNA fetal del materno, inclusive en aquellos casos en que no fue

concordante estadisticamente fue posible diferenciarlos con el sexo al nacimiento.
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2. Introduccion

El diagnéstico prenatal nace de la necesidad de poder acceder al feto en la basqueda de
alteraciones sistémicas, metabdlicas, morfolégicas y cromosdémicas que se presentan
entre el 3 y el 6% de todos los fetos ¥, durante mucho tiempo ha sido realizado por
métodos invasivos los cuales son la base para el avance de nuevas técnicas no invasivas

como el descubrimiento del DNA fetal libre de células en el plasma de la madre.

Diagnéstico prenatal.

El analisis de los cromosomas ha sido la herramienta mas aceptada para el estudio
genético en el diagnostico prenatal. La cantidad de cromosomas humanos en células
sométicas fue establecida en 1956 por Tjio y Levan. Se compone de 22 pares de
autosomas y un par de cromosomas sexuales (2n=46,XX y 2n=46,XY). Esto dio lugar al
nacimiento de la citogenética humana, permitiendo determinar el ordenamiento de los

cromosomas de acuerdo a su tamafio y localizacidon del centromero, llamandolo cariotipo

2

En 1956 Fuch y Riis determinaron por primera vez el sexo del feto mediante la
investigacion de la cromatina X en liquido amniético ©!. Posteriormente los avances en las
técnicas citogenéticas y la determinacion del cariotipo humano permitieron a Funch y
Philips realizar los primeros cultivos celulares del liquido amniético. De esta forma se
logran, entre 1965 y 1966, los primeros cariotipos fetales a partir de liquido amniético !,

y dos afios después se realiza el primer diagnéstico prenatal de anomalias cromosémicas

61
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En 1983 las vellosidades coriales fueron utilizadas por primera vez para la identificacién
de anomalias cromosémicas [ Bl estas técnicas de muestreo siguen siendo utilizadas

hasta hoy en dia, para la realizacion del cariotipo.

Diagnéstico prenatal no invasivo.

El Diagnoéstico prenatal no invasivo (DPNI) igual que el invasivo busca obtener
informacion sobre posibles alteraciones en el feto pero sin ser riesgoso, ya que el
diagndstico prenatal invasivo (DPI) puede inducir perdida gestacional hasta en 1% de los

casos .

Dentro de los métodos de DPNI esta el ultrasonido, que ha sido utilizado desde 1940

como método diagnéstico de malformaciones fetales, tiene una sensibilidad del 60% ™

I aunque no esta contemplado como parte del protocolo oficial de control prenatal que

se realiza a las mujeres embarazadas cuya gestacion sea de bajo riesgo obstétrico.

Los avances en el campo de DPNI se basan en mejorar las técnicas existentes y
desarrollar nuevas, intentando reducir los riesgos tanto para la madre como para el feto, y

mejorar la eficacia que presentan.

Existen dos tipos de estudios diferentes en el Diagndstico prenatal genético no invasivo

(DPGNI):

¢ El estudio de células fetales circulantes en sangre materna.
e El estudio de acidos nucléicos fetales libres (DNA fetal y RNA fetal) circulantes en

sangre materna.
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Células fetales en sangre materna.

Desde hace més de un siglo se sabe que las células fetales pueden atravesar las barreras
vasculares y encontrarse en la circulacion materna, el sitio basico de intercambio en la
placenta es el espacio intervelloso, donde la sangre materna contacta con el tejido fetal; el
constante movimiento de sangre, a través de este sitio depende de la presién que entra al
sitio. La vasoconstriccién de los vasos uterinos y los cambios en la presion intrauterina
alteran la presion de perfusion placentaria favoreciendo este intercambio. En mujeres
saludables se encuentra una frecuencia baja de una célula fetal en 10 millones de

[13

eritrocitos ™; I3 Entre las células circulantes que se han estudiado se encuentran los

(18]

eritrocitos, las células sanguineas progenitoras y el trofoblasto ™' ™. Los trabajos sobre

métodos de aislamiento, enriquecimiento y analisis de células fetales permitieron realizar
diversos estudios prenatales como la determinacién del sexo fetal *® mosaisismos

confinados a la placenta ™, aneuploidias fetales ¥ y diagnéstico de enfermedades de

herencia mendeliana .

En la actualidad el uso de las células fetales en sangre materna ha pasado a un segundo
plano dentro del DPGNI debido al descubrimiento de DNA y RNA fetal libre de células en

sangre materna "% [,

Las principales razones para desestimar el uso de las células fetales para realizar un
DPGNI son el escaso numero de células fetales, una metodologia requerida para el
estudio de las células fetales es compleja, tediosa y costosa. Los eritroblastos fetales
presentan un tamafio especifico que les permite quedar retenidos en un sistema de filtros.
Por sus caracteristicas, el eritroblasto fetal primitivo es la célula mas utilizada para el
diagnéstico prenatal no invasivo en el primer trimestre, se trata de una célula nucleada,
por lo que contiene la informacion genética del feto, no se encuentra en la sangre de

adultos sanos, pero si en la fetal a partir de la octava semana de gestacion, y su vida
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media corta (aproximadamente 30 dias), hace improbable el aislamiento de eritroblastos
de embarazos previos. Aproximadamente la mitad de los eritroblastos existentes en

sangre materna son de origen materno %,

DNA fetal libre de células.
El DNA fetal libre de células (Cell-free fetal DNA, cffDNA) en el plasma y el suero de
mujeres embarazadas fue descubierto en 1997 por Lo y Corbetta, esto dio paso a nuevas

posibilidades para el DPNI !

. Los tumores y el tejido placentario tienen una gran
similitud, ambos son elementos invasivos que se reproducen rapidamente; en estudios
realizados en plasma de mujeres embarazadas que padecian cancer se planteé la
existencia de DNA libre de células procedentes del tumor, sin embargo, también
observaron la presencia de DNA fetal, que posteriormente confirmaron mediante la
deteccidn de secuencias especificas del cromosoma Y en plasma y suero de gestantes
con un feto varén, obteniendo una sensibilidad de deteccién del 80% en plasma y 70% en

suero [ (221 [23]

A partir del dia 18 de la gestacion el cffDNA estd presente en el plasma materno y se
incrementa a medida que la gestacion avanza, representa alrededor del 3% del DNA total
en estadios tempranos y un 6% al término (Tabla 1) 24 #1261 27] 1} 55 estimaciones més
recientes se basan en el uso de epigenética y/o diferencias entre el DNA de la madre y
del feto, se lleva a cabo entre las 10 y 20 semanas de gestacion 8 ?°1 Después del parto

el cffDNA se elimina rapidamente del plasma materno .
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Tabla 1. Caracteristicas principales del cffDNA en plasma materno

Origen trofoblastico

Escasa concentracion (3-6 %)

Coexistencia con DNA libre de origen materno

Fragmentado

Aumenta a lo largo de la gestacién

Aumenta en gestaciones con determinadas patologias

Desaparece tras el alumbramiento

Origen del DNA fetal libre de células.

Se han propuesto diversos mecanismos responsables de la presencia del cffDNA
circulante en sangre materna. Una de las primeras hipétesis sostenia que este DNA podia
proceder de la apoptosis de las células hematopoyéticas fetales existentes en sangre
materna. Esta idea surgié tras un estudio que reveld la existencia de marcadores
apoptaticos en aproximadamente el 40% de las células fetales que se aislaron a partir de
sangre materna P!, Esta primera hipétesis fue sustentada por el hecho de que la
apoptosis en sangre materna se acentla con la edad gestacional y con la presencia de

aneuploidias en el feto fenémenos que justificarian el aumento de cffDNA 27 B2 331134

Una segunda hipétesis plantea que el origen del cffDNA es resultado de la apoptosis de
células trofoblastica, el cual es liberado al espacio intervelloso llegando a la circulacion
materna, desapareciendo rapidamente tras el parto. La placenta, con su gran tamafio e

intensa actividad celular fetal, es una posible fuente de DNA (Figura 1) B%,
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Vasos uterinos o arterias espirales

Deciduo o
endometrio
gravido

Placenta
materna

Sinciciotrofoblasto

Placenta
fetal o
paterna

Citotrofoblasto

Mesodermo con
vasos fetales

Espacio intervellosidades

Figura 1. El espacio intervelloso o camara hematica:

Es una gran laguna sanguinea (de sangre materna) presente en la placenta, rodeando las vellosidades
trofoblasticas que contienen los vasos sanguineos del feto. Las vellosidades estan separadas de los espacios
intervellosos por la membrana placentaria de tal manera que solo ciertos componentes de la sangre materna y

fetal se entremezclan. Las arterias y venas maternas entran directamente a los espacios intervellosos al
transcurrir unas 8 semanas de gestacion y las camaras lgélaméticas se forman y unen entre si al cabo de la
semana .

En 2005 Tjoa encontrd, en un modelo ex vivo, una relacion directa entre la apoptosis y la
necrosis del trofoblasto y la liberacion de DNA, lo cual sugiere que el trofoblasto es la

fuente de buena parte del DNA circulante %,

En condiciones normales, el sincitiotrofoblasto viejo o en malas condiciones sale hacia la
circulacion materna como nudos sincitiales que los pulmones filtran y remueven. Este

B8 La tasa de fusion sincitial excede la

sufre apoptosis antes de salir a la circulacion
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

circulacién materna (Figura 2) B7.

25


http://es.m.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Placenta
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Feto
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Arteria
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Vena
http://es.m.wikipedia.org/wiki/Gestaci%C3%B3n

”

e
w -

Figura 2. Micrografia de nudos sincisiales en placenta de 35 semanas

[36]

Se ha observado la existencia de productos de trascripcion de genes de expresion
placentaria en plasma materno, lo que sugiere que la presencia de DNA fetal se origina
después de que la placenta se haya formado pero antes de la formacién del sistema

circulatorio fetal (Figura 3) 24 (38 139,

Figura 3. Principios del andlisis del DNA fetal circulante en plasma materno:

a) Liberacion de DNA fetal al torrente sanguineo materno a través de la placenta. b) En el plasma materno las
moléculas de DNA fetal se encuentran en menor proporcion que el DNA materno. Los alelos fetales
especificos de origen paterno (estrella), que no estan presentes en el DNA materno, son las secuencias mas
facilmente detectables ™%,
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Métodos utilizados en la extraccion del DNA libre de células.

Uno de los primeros trabajos se bas6 en el descubrimiento de fragmentos de menor
tamafio del cffDNA comparado con los del materno Y. Mas del 99% del cffDNA circulante
en sangre materna tiene un tamafio inferior a los 313 pb como méaximo pero mayor a 145
pb mientras que los fragmentos de DNA materno son significativamente de mayor longitud
(41 421 1431 Esta diferencia en la longitud de los fragmentos de DNA de ambos origenes se
ha empleado para la separacion y enriquecimiento de las moléculas de cffDNA mediante
distintos métodos. En geles de agarosa, la separacion de fragmentos se realiza en funcion
del tamafio *¥. En cuanto al uso de polvo de cristal o columnas de silica, permite
protocolos rapidos y eficientes, este logro técnico se correlaciona con un incremento de
costos en los procedimientos de purificacién puesto que las columnas de silica utilizadas
hoy en dia son de alta tecnologia. Otros ensayos comerciales de purificacién de DNA por

columnas se basan en la afinidad de las membranas por las moléculas pequefias “* %),

Otro método de enriquecimiento propone la adicion de formaldehido en el tubo de
muestra de sangre materna lo que aumenta la proporcion de cffDNA al evitar la lisis de las

células maternas y por tanto la liberacién de su DNA al plasma .

Otra via alterna para la discriminacion del cffDNA y el de origen materno, es la posibilidad

de utilizar las diferencias de metilacién en secuencias especificas del feto % 471 [48]: 1491 [50]

Diagnéstico del sexo fetal.

El primer marcador desarrollado para la deteccién de cffDNA en plasma materno fue el
cromosoma Y que se ha encontrado en la sangre materna desde el dia 14
posconcepcién, la secuencia SRY esta presente solo en los fetos masculinos, este

método ha sido muy preciso para la determinacion del sexo fetal, que es util para la
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investigacion prenatal de enfermedades ligadas al sexo. Este dato sorprende cuando se
considera que la circulacion fetoplacentaria no se establece sino al dia 28 posconcepcion;

para esa fecha el 80% de las mujeres ya tienen cffDNA circulando en la sangre 2% 2% 51}

[52]; [53]; [54]; [55]

El conocimiento del sexo fetal, a partir del analisis de secuencias especificas de ADN fetal
del cromosoma Y, en estadios tempranos de la gestacion es un dato relevante en
embarazos con riesgo de alguna enfermedad ligada al sexo como son, entre otras, la
distrofia muscular de Duchenne, hemofilia, distrofia muscular de Becker, hiperplasia
adrenal congénita, enfermedad de Norrie, retinosquisis y retinosis pigmentaria ligada al
cromosoma X . Mediante la determinacion del sexo fetal en sangre materna se puede
suprimir el diagndstico prenatal convencional en el 50% de estas gestaciones, lo que
implicaria la supresion del riesgo de pérdida fetal asociado a las técnicas obstétricas

invasivas 7.

Diagnéstico del factor Rh fetal.

El grupo sanguineo Rh, antigeno D también es conocido como polipéptido Rh 1 (RhPI)
o grupo de diferenciacién 240D (CD240D) que se refiere al gen RHD que codifica para
una proteina presente en la membrana de los eritrocitos que en los humanos es el factor

Rh de antigenos del sistema de grupos sanguineos Rh 2.

Este es uno de los sistemas de grupos sanguineos mas importantes y complejos debido
al gran nimero de antigenos y las complicaciones graves para el feto de una mujer

sensibilizado por transfusiéon o embarazo 2.

La inmunizacion relacionada con el embarazo en contra del antigeno D en las células

rojas de la sangre que es la principal causa de la enfermedad hemolitica del feto y del
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recién nacido (HDFN), una enfermedad que se caracteriza por una anemia fetal, hidrops

fetal, ictericia, ictericia nuclear y muerte intrauterina .,

El andlisis de cffDNA en plasma materno también es Gtil para la determinacién prenatal no
invasiva del grupo sanguineo RhD en mujeres embarazadas RhD negativo lo cual ayuda
al diagnéstico correcto y seguimiento de un feto Rh positivo #° % determinando asi la

necesidad de un tratamiento profilactico prenatal con inmunoglobulina anti-D.

Pilgrim y colaboradores han estimado que la reduccion de riesgo de inmunizacion

después del tratamiento profilactico prenatal es del 66% (Figura 4) .
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Durante el parto los Los anticuerpos anti-D maternos
glébulos rojos fetales se atraviesan la placentay atacan los
filtran a la madre glébulos rojos del feto

Segundo

} embarazo
Pasado el

parto

Parto

Primer
embarazo

Los glébulos rojos fetales
sobreviven el tiempo suficiente para
provocar una respuesta de IgG

Esta mujer Rh-negativo ha
concebido un feto Rh-positivo

Aunque las células
sanguineas fetales se
han filtrado en la
circulacién materna,
éstas pueden ser
destruidas con
inyecciones de anti-D

Figura 4. El anticuerpo anti-D se debe dar a las mujeres Rh-negativo embarazadas de un Rh-positivo.

El anti-D destruye las células fetales Rh-positivo en el torrente sanguineo de la madre antes de que ella tenga
la oportunidad de hacer su propio anti-D, lo que puede afectar el siguiente embarazo. El anti-D es un tipo de
inmunoterapia pasiva y puede prevenir la enfermedad hemolitica del recién nacido cuando se usa
apropiadamente ®%,

Diagnéstico de enfermedades monogénicas.

El cffDNA esté siendo utilizado en el diagnostico de diversas enfermedades de herencia
mendeliana (Tabla 2). Dada la existencia de DNA de origen materno en la muestra de
plasma, estos estudios se han limitado a la deteccion de defectos congénitos de herencia

paterna o de novo.
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Tabla 2. Enfermedades monogénicas estudiadas a partir de DNA fetal en plasma materno .

Enfermedad Técnica empleada Referencia bibliografica

_ Andlisis de restriccion )
Acondroplasia Li, etal. 2007.
MALDI-TOF MS

PCR Tiempo Real
Espectrometria de masas

Beta-talasemia Chiu, et al. 2002.
PNA-Clamp PCR

Hiperplasia adrenal )
. PCR flourescente-SNPs Chiu et al. 2002.
congénita

Bustamante-Aragones, et al.

Corea de Huntington QF-PCR 2008.
: _ - Andlisis de restriccion Bustamante-Aragones, et al.
Fibrosis Quistica o -
Minisecuenciacion 2008.

PCR Standard especifica de

Hb Lepore Lazaros, et al. 2006.
alelos
Distrofia Miotonica PCR anidada Amicucci, et al. 2000
_ _ _ Secuenciacion automatica Bustamante-Aragones, et al.
Distrofias de Retina
dHPLC 2006.
_ _ - o o Bustamante-Aragones, et al.
Acidemia propidnica Minisecuenciacion -

De los grandes objetivos del DPNI también esta la posibilidad de detectar aneuploidias
fetales tales como el sindrome de Down (trisomia 21), sindrome de Patau (trisomia 13),
sindrome de Edwards (trisomia 18) o aneuploidias de los cromosomas sexuales como
son, entre otros, el sindrome de Turner (monosomia del X) o el sindrome de Klinefelter
(varones XXY), estas alteraciones representan alrededor del 90%. La coexistencia del
cffDNA y DNA materno, junto con el hecho de que la mayoria de las aneuploidias son de
origen materno, ha dificultado la diferenciacion entre cromosomas fetales y maternos lo
gue ha representado durante mucho tiempo un gran obstaculo, sin embargo existen
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técnicas como la QF-PCR que permiten identificar el DNA fetal por medio de las
variaciones en el tamafio de los fragmentos amplificados. Estas alteraciones pueden ser

numéricas o estructurales, que afectan a uno o a varios cromosomas y son una de las

causas mas frecuentes de muerte perinatal y discapacidad infantil, Tabla 3 %,

Tabla 3. Aneuploidias humanas mas frecuentes [63]

Retraso mental. Braquicefalia. Rasgos
_ ) 1.5 / 1,000 ] _ _ .
Trisomia 21  Down _ faciales mongoloides. Alteraciones diversas
nacidos _
(oculares, cardiacas, etc.).

_ Deficiencia mental profunda.
Trisomia 18 Edwads 1/6,766 _ _
Malformaciones renales y cardiacas.
Deficiencia mental profunda.
Trisomia 13  Patau 1/4,600 Malformaciones cardiacas, genitales,
cerebrales y dactilares.
_ _ Retraso mental moderado. Alteraciones
XXX(mujeres) Triple X 1/1,000 o
neuropsiquicas.

_ Genitales infantiles. Esterilidad. Estatura
X0 (mujeres)  Turner 0.3/1,000

baja
XY Genitales pequenos. Falta de
Klinefelter 1.4 /1,000 espermatogénesis. Retraso mental
(varones)
moderado
XYY Trastornos de conducta (agresividad).
Duplo Y 1/2,000
(varones) Estatura elevada.

Se ha descrito el aumento de la cantidad de cffDNA total en plasma materno en algunas
situaciones patoldgicas, como en Preeclampsia 64 retraso en crecimiento intrauterino ©°,

polihidramnios ', abortos espontaneos " o parto pretérmino ', hiperemesis gravidica
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(52 embarazos con placenta invasiva ¥, y en algunas aneuploidias como la trisomia 13

0y Ja 21 ® aunque Hromadnikova y colaboradores en el 2002 presenta datos

contradictorios Y,

Incluso ahora solamente se sabe sobre la incorporacion de este método de diagnéstico a
la practica clinica en paises del primer mundo como: Inglaterra, Dinamarca, Canada,

[56]; [57]; [72]

algunos otros paises de Europa y Estados Unidos.

Es de esperar que cuando este DPNI sea posible en paises tercermundistas muchas
parejas que actualmente no recurren al diagnéstico genético prenatal por temor al riesgo
del procedimiento y en mayor medida por el alto costo, solicitaran el analisis. Se pretende
que este método revele la existencia de un cromosoma extra en el feto, especificamente

trisomia 21 o 18, que son las mas comunes 2.

La secuenciacion de siguiente generacién permiti6 a Fan y colaboradores en el 2008
demostrar que el DNA fetal proveniente de los cromosomas 21 y 18, es cuantitativamente

diferente del resto de los cromosomas en muestras de plasma materno "3,

Las sociedades profesionales, como la Sociedad Internacional de Diagndstico Prenatal,
[l Sociedad Nacional de Consejeros Genéticos, ™ y el Colegio Americano de Obstetricia
y Ginecologia (The American College of Obstetricians and Gynecologists committee on
genetics, the Society for Maternal-Fetal Medicine publications committee 2012) describen
a las pruebas realizadas con cffDNA como altamente sensible a la identificacion de
aneuploidias pero que requieren una confirmacién por cariotipo que es el estandar de oro.
Estas organizaciones ratifican, el ofrecimiento de la prueba con el uso de cffDNA aunque
no es recomendado hacerlo de manera indiscriminada, pues por el momento sélo es

recomendado a mujeres con embarazo de alto riesgo como las mujeres con edad materna

avanzada o que tienen anomalias en el ultrasonido. Sin embargo, existe un reciente

33



avance hacia la validacion clinica de la prueba de aneuploidias en las mujeres con
embarazo de bajo riesgo ", es probable que las pruebas con cffDNA sean ofrecidas cada
vez mas a todas las mujeres embarazadas en los proximos afios. De hecho, las normas
mas recientes del Colegio Americano de Genética Médica no discriminan entre
"poblaciones de alto riesgo" y “poblaciones de bajo riesgo", a pesar de que siguen

recomendando pruebas invasivas confirmatorias para el diagnéstico definitivo.

Polimorfismos Genéticos.

Gran cantidad de genes se caracterizan por tener un numero relativamente comin de
alelos, que permiten clasificar a los miembros de una poblacién originada naturalmente
dentro de fenotipos finamente distinguibles. Un polimorfismo genético se define cuando un
gen tiene mdultiples alelos y donde al menos dos de ellos tienen frecuencias mayores al
1% entre la poblacién y cuando la frecuencia de heterocigotos en la poblacion es de al
menos 2%. No obstante, debido a que muchos loci polimérfcos se caracterizan por tener
un alto nimero de alelos diferentes, la proporcion de heterocigotos es mucho mayor. A los

alelos con frecuencias menores de 1% se le llaman variantes raras '",

Usos de los polimorfismos en Genética
Los polimorfismos se utilizan como marcadores genéticos que permiten distinguir el

patrén de herencia de un gen en estudios familiares.
Tienen aplicacién practica en:

a) Localizacion y mapeo de genes en cromosomas individuales mediante estudios de

analisis de ligamiento.

34



b) EIl diagnéstico presintomatico y prenatal, asi como en la deteccion de portadores
(heterocigotos) de enfermedades genéticas.

c) La evaluacion del riesgo en personas con predisposicion a desérdenes como:
enfermedades coronarias, cancer y diabetes, entre otras.

d) Estudios de paternidad, forenses y casos de inmigracion.

e) Establecer la compatibilidad donador-receptor para realizar trasplantes de tejidos y
organos.

f) La identificacién de gemelos idénticos "),

Secuencias Repetidas en Tandem.

La identificacion entre dos DNA distintos puede realizarse mediante el analisis de
secuencias de longitud variable, especificas para cada especie y Unicas en cada
individuo. Estas secuencias repetidas en tandem o STR (short tandem repeat) son
secuencias cortas de DNA, normalmente con una longitud de 2 a 5 pares de bases, que
se repiten muchas veces de forma consecutiva, cabeza con cola; por ejemplo, la
secuencia de 16 pb "GATAGATAGATAGATA" representaria 4 copias dispuestas cabeza
con cola del tetramero "GATA". Los polimorfismos en STR se deben al distinto nimero de

(78 | os

copias del elemento repetido que puede aparecer en una poblacién de individuos
marcadores STR autosémicos se emplean convencionalmente para determinar
parentescos. Sin embargo, la existencia de casos complejos o no concluyentes requiere

tener en cuenta un amplio nimero de marcadores autosémicos o el andlisis de

marcadores sobre los cromosomas sexuales X o'Y.

Una estrategia que se esta desarrollando actualmente para solucionar las limitaciones ha
sido la cuantificacion de secuencias especificas del feto para después poder compararlas
con las secuencias de origen materno. Para esto se han empleado mRNA expresados en
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la placenta o STR localizados en los cromosomas de los que se cree una posible

aneuploidia.

La variante de origen paterna es un marcador del DNA fetal. Para este diagnéstico es

importante la busqueda de un STR para el que ambos progenitores sean homocigotos de

una variante diferente, lo que limita el estudio. Los dos cromosomas sexuales, el X y el Y,

divergieron de un solo autosoma hace aproximadamente 300 millones afios, de hecho,

aun tienen homologia y recombinan entre si cerca de sus extremos, en las dos regiones

pseudoautosomal (Figura 5).

Figura 5. Andlisis del tamafio de los diferentes alelos fetales segun el origen parental.

Cromosoma X.

STR - “short tandem repeats”

—_
1.- PCR amplificacion de — Matcadormatemo
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El cromosoma X tiene una baja proporcion de genes, estd compuesto por muchos

segmentos de DNA repetitivo que no codifica para alguna proteina o que su funcién no es
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conocida. Solo el 1.7% del cromosoma codifica para proteinas funcionales que son de
baja longitud, es més grande y tiene mayor cantidad de regiones de eucromatina que el
cromosoma Y. Ambos cromosomas presentan regiones de homologia muy pequefias .
El cromosoma Y esta constituido por DNA de 40 mm de longitud (60 megabases), de los

cuales el 95% no recombina y el 5%, llamado porcién seudoautosémica, puede

recombinar su contenido con el cromosoma X %,

Cromosoma 21.

El cromosoma 21 es el autosoma humano mas pequefo, conteniendo alrededor de 47
millones de nucledtidos, que representan el 1.5% del contenido total de DNA en la célula
aproximadamente. El nimero estimado de genes que tiene este cromosoma se encuentra

entre 200 y 400 Y,
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3. Planteamiento del problema

El diagnédstico prenatal actualmente se realiza utilizando técnicas invasivas que conllevan
un riesgo de pérdida del embarazo de hasta el 1%, ademas de presentar la desventaja de
requerir personal altamente capacitado, con instrumentos tecnoldgicos costosos y con la
gran limitante de representar un riesgo de dafio fetal (3-6%), materno o de ambos, por lo
gue es necesaria una técnica de diagnostico prenatal no invasiva, que no represente
riesgo de pérdida gestacional, capaz de realizarse en etapas tempranas del embarazo (12
semanas) y a un menor costo. Hoy en dia es posible el aislamiento y obtencién de
cantidades muy pequefias de DNA fetal presentes en el plasma materno. Esta técnica por
lo tanto requerira de la validacion metodologia y analitica para acercarse a los recursos
diagnosticos o terapéuticos del feto. La utilizacién de las secuencias de repeticion en

tandem permitira la diferenciacion del DNA fetal del materno.
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4. Hipotesis del trabajo

Sabemos que existe DNA fetal libre de células en el plasma de mujeres gestantes y que
actualmente no hay una metodologia descrita que permita con certeza la plena
diferenciacién del DNA materno. Por lo que las diferencias entre las secuencias repetidas
en tdndem de los cromosomas 21 y X permitiran distinguir entre el DNA materno y el fetal

libre de células.
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5. Objetivos

General.
Extraer y diferenciar DNA fetal libre de células a partir de plasma materno para el

diagndstico prenatal no invasivo.

Particulares.

e Estandarizar el método de extraccion del DNA fetal libre de células a partir de
plasma materno y aislar DNA materno a partir de sangre total para ser utilizado
como control.

e Establecer las secuencias repetidas en tandem de los cromosomas 21 y X fetales
y maternos en bases de datos.

e Comparar las secuencias repetidas en tAndem de los cromosomas 21 y X entre

ambas muestras.

40



6. Métodos

Para el presente estudio exploratorio se tomaron los siguientes criterios:

e De inclusion: Mujeres con embarazo unico confirmado, de las 10 semanas en
adelante, que asistan al INPer, con previa firma de consentimiento informado.

e De exclusion: Padres que presenten consanguinidad, madre con alteraciones
cromosomicas, negativa a participar en el estudio.

e De eliminacién: Muestras de mala calidad.
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Figura 6. Diagrama de flujo de trabajo.

42



Toma de muestra.
Se tomé aproximadamente 3 mL de sangre periférica mediante puncién venosa en tubos

con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (Figura 7).

Figura 7. Muestras sanguineas.

Aislamiento del DNA fetal libre de células en plasma materno.
Se realizdé por medio del ensayo comercial High Pure Viral Nucleic Acid (100) Roche
Applied Sciencie (Cat. No. 11 858 874 001) . Considerando las indicaciones del

fabricante, ajustando los valores como se describe a continuacion.

Dentro de los primeros 30 minutos después de obtener la muestra esta fue centrifugada
durante 20 minutos a 3,220 x g (Eppendorf 5810 R) a temperatura ambiente y el plasma
(sobrenadante) se transfirio a un tubo de microcentrifuga de 2 mL evitando tomar células
sanguineas, para después ser centrifugado a 18,890 x g (Rotina 38 R) a 4°C durante 10
minutos. Aproximadamente 1 mL del sobrenadante fue transferido a tubos nuevos
dejando cerca de 100 uL en el fondo (Figura 8). A partir de este momento la muestra
puedo ser procesada o almacenada a -70°C, para su manejo posterior. Se descongelo a

temperatura ambiente.
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Para 400 pL de plasma se realiz6 el siguiente procedimiento (escalar en proporcion

directa cualquier incremento del volumen).

En un tubo de 2.5 mL se mezclaron 400 uL de plasma, 450 uL de solucién de trabajo (441
pL de amortiguador de union y 9 uL de Poli (A), por cada muestra) y 100 pL de proteinasa
K dando un volumen total de 1,050 pL, se incubo a 72°C durante 10 minutos con agitacion
de 400 rpm y se adicionaron 100 pL de amortiguador de unién, después se colocod una
columna High Pure dentro de un tubo colector de 2 mL y se agregaron 700 pL de la
mezcla anterior procurando no tocar la membrana, esto fue centrifugado por 1 minuto a
8,000 x g, el centrifugado del tubo colector se desecha. Esto se repito (usando la misma

columna) hasta que la mezcla se agoto.

Se colocd la columna dentro de un tubo colector limpio y se afadieron 500 pL de
amortiguador de remocion, centrifugando a 8,000 x g durante 1 minuto, el liquido del tubo
colector fue desechado y se agregaron 450 puL de amortiguador de lavado en la columna,
nuevamente se centrifugo a 8,000 x g por 1 minuto y el centrifugado fue desechado; este
paso se repitié una vez mas. Se dio un pulso de centrifugacion por 10 segundos a maxima
velocidad (aproximadamente 13,000 x g) a la columna con el tubo colector, esto con el fin
de remover residuos del amortiguador de lavado. Posteriormente el tubo colector fue
desechado y la columna se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL estéril y libre
de nucleasas. Para recuperar el DNA se afiadieron 50 uL de amortiguador TE (10mM Tris,
1mM EDTA), esto se centrifugo a 8,000 x g durante 1 minuto. Para ese punto el tubo

colector ya contenia el DNA.

Se hicieron alicuotas en tubos de microcentrifuga de 600 pL; dos de 20 uL y una de 10

pL.
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Figura 8. Plasma sanguineo materno para extraccién de cfDNA.

Electroforesis de integridad del DNA fetal libre de células.

Se realiz6 un corrimiento electroforético de las muestras del DNA libre de células en gel
de agarosa 2% utilizando DNA Typing Grade 50X TAE Buffer (Cat. No. 24710-030) en
dilucion 1X como medio de conduccién; a 100 voltios por 10 minutos y 90 voltios por 30
minutos, tefiido con GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (USB Cat. No. 41003). Con
la finalidad de diferenciar el DNA gendmico materno del DNA libre de células, con base al

criterio de separacion de fragmentos en funcién del tamafio 3.

Aislamiento de DNA materno de sangre total.
La extraccion se realizé por medio ensayo comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit

(Cat. No. A1125) Promega. Siguiendo las indicaciones del comerciante.

Una vez colectado el plasma de la muestra sanguinea se separaron los leucocitos en un

tubo de microcentrifuga de 2 mL.
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Se retir6 el anillo de leucocitos, teniendo un volumen aproximado de 500 pL, a los que se
les adiciono 1,000 uL de solucion de lisis celular y se incubo durante 10 minutos a
temperatura ambiente, agitando por inversion ocasionalmente. Transcurrido el tiempo fue
centrifugado a 15,000 x g por 1 minuto, el sobrenadante se descart6 y el boton fue lavado
con la solucién de lisis celular las veces que fue necesario para obtener un botén

completamente blanco.

Una vez eliminados los eritrocitos se afiadieron 300 yL de solucion de lisis para células
nucleadas y se incubo a 37°C 10 minutos. Inmediatamente después se colocd en hielo
para después agregar 200 yL de solucion precipitadora de proteinas fria, se agito con

vortex y se incubo 5 minutos en el hielo. Centrifugar a 15,000 x g durante 3 minutos.

El sobrenadante se transfiere por las paredes de tubos limpios que contienen 600 pL de
isopropanol frio y se agita suavemente por inversién. Fue centrifugado a 15,000 x g 3
minutos. El sobrenadante se eliminé y se agregaron 600 pL de etanol al 70% que fue
preparado en fresco, el DNA se despegd de las paredes del tubo para centrifugarlo

nuevamente 15,000 X g durante 1 minuto.

El sobrenadante se eliminado completamente y el DNA fue secado al aire libre, tomando

las debidas precauciones para evitar contaminacion.

Se resuspendié anadiendo 150 uL de amortiguador TE y dejando incubar a 60°C por 1 h,

aproximadamente.

Espectrofotometria.
La concentracion de &cidos nucléicos se cuantifico mediante espectrofotometria en un

equipo ACTGene ASP-3700 (Figura 9), tomando como blanco amortiguador TE. A una
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longitud de onda de 260 nm asi como la concentracion de proteinas y algunos
contaminantes a una longitud de onda de 280 nm y 230 nm respectivamente. Se
calcularon las relaciones 260/280 y 260/230 para determinar la calidad del DNA. Los

datos se obtuvieron mediante el uso del programa computacional ASP-3700.

AT 2,

Figura 9. Espectrofotometro ACTGene ASP-3700.

Determinacion de las Secuencias Repetidas en Tandem por electroforesis capilar.
Se realiz6 una blOsqueda en la base de datos UniSTS del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists/) para al menos tres STR de los cromosomas 21 y X

(Tabla 4 y Figura 10). Para cada uno de los STR seleccionados se disefiaron un par de
iniciadores, de los cuales la secuencia Sentido se encuentra asociada al fluorocromo

6FAM.
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Tabla 4. Marcadores para los cromosomas Xy 21.

Sentido 5 — CAGCAATTTTTCAAAGGC -3
113-119
(pb), o
DXS998 Homo 58.4°C Z17020
Anti- . sapiens
. 5 — AGATCATTCATATAACCTCAAAAGA -3
sentido
Sentido 5 — GTGAATTCATCATATGTGATTTCC -3’
163 (pb),
DXS1108 Homo 55°C
Anti sapiens
nti- , ,
sentido 5 — ACTAGGCGACTAATACAGTGGTGC -3
Sentido 5 — GCTTGAAGTGTCCATGAGGTATC -3
125-153
(pb), o
DXS8061 Homo 55°C 253487
Anti- , : sapiens
X 5 — AGAAGCTGATGTGCTCCCTG -3
sentido
Sentido 5 — ATATTTTCCAAGTTGAGCGC -3
93-101
(bp), o
D21S211 Homo 54.8°C L02017
Anti- 5 — CTATTTTTATATGCATGGGTC - 3’ sapiens
sentido
Sentido 5 - CGTTTCAATATAGACCAGATAAAGG - 3’
139-157
D21S1258 |_(|bp), 54.6°C 224160
omo =
Anti- , . sapiens
X 5 — AGGTCAACTGCCAAAATCTAAG -3
sentido
Sentido 5 — CAGACAAACAGAATGATGAAG - 3’
123-147
(bp), o
D21S1887 Homo 57.5°C 252246
Anti- , , sapiens
. 5 — AAAGATGATGTCAGGAATGC -3
sentido
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/Z52246
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Figura 10. Mapa de posicion de los marcadores en los cromosomas 21 y X.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Se utilizé el kit HotStarTaq Master Mix (Cat. No. 203445). La reaccion se llevo a cabo de

la siguiente manera:

e 10.5uL de enzima

e 0.5 pL de Primer R (20 nM)
e 0.5 L de Primer F (20 nM)
e 0.5 pL de MgCl, (25 mM/mL)

e 3 pL de DNA (25 ng/pL)

Se ajusto el volumen final a 20 pyL con agua libre de DNAsas.

Las condiciones de corrida para la PCR fueron las sugeridas por el fabricante. Las
mejores condiciones de alineamiento para cada iniciador se determinaron por medio de

un gradiente de temperatura y en algunos casos el uso de la férmula:

Ta0pt=0.3(Twm del iniciador)+ 0.7(Twm del producto)-25
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Activacién enzimatica 95°C 15 min

Desnaturalizacion 95°C 1 min
Alineamiento Dependiente de 1 min
cada par de &
iniciadores §
Extensién 72°C 1 min ¢
Extension final 94°C 1 min

Figura 11. Corrida de PCR en un Mastercycle gradient Eppendorf.

Electroforesis en agarosa

Para comprobar la amplificacion del segmento de interés, se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 2% utilizando DNA Typing Grade 50X TAE Buffer (Cat. No. 24710-030)
en dilucién 1X, tefiido con GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (Cat. No. 41003). Se
corrié a 100 voltios por 10 minutos y 90 voltios por 30 minutos o hasta que la separacién
de las bandas fuera visible. Usando DNA Molecular Weight Marker XIV (100-1500 bp)

(Cat. No. 11721933001) para determinar el tamafio de las bandas.

50



Electroforesis Capilar

Se realiz6 una electroforesis capilar, en un secuenciador Applied Biosystem ABI3130
(Figura 12) de cuatro capilares utilizando polimero POP7 y marcador GS-500liz en un
capilar de 36 cm, donde se cuantifico la fluorescencia de los amplicones y se compar6

contra los de la madre y un control negativo.

Figura 12. Secuenciador ABI3130.

Andilisis de los fragmentos
Los resultados fueron analizados identificando las longitudes e intensidad de

fluorescencia mediante el programa computacional Genemapper V.4.0.
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Figura 13. Esquema de electroferograma.
a) 1=DNA leucocitario materno homocigoto, 2= cfDNA heterocigoto. b) 1=DNA leucocitario materno
heterocigoto, 2= cfDNA heterocigoto.

Andlisis estadistico
Se utiliz6 estadistica descriptiva para analizar la dispersion de las concentraciones de
DNA, relacion 260/280 y 260/230 mediante la determinacién de cuartiles y medidas de

tendencia central.

Las diferencias entre los alelos maternos y fetales se llevaron a cabo mediante la

comparacion de las variaciones en la longitud de los STR por andlisis de frecuencia.

Conflicto de Intereses

Los autores declaran no tener conflicto de intereses en la publicacion de este trabajo.

52



7. Resultados

Se obtuvieron 20 muestras sanguineas de mujeres con embarazo de producto Unico de
entre 17 y 35 semanas de gestacion, con un rango de edad de 16 a 41 afios, en un
periodo comprendido del afio 2010 a Diciembre de 2013. También fueron incluidas las
muestras de DNA de tres de los padres, sin consanguinidad. En total se colectaron 23

muestras DNA leucocitario y 20 de cffDNA.

Fueron incluidas las muestras de 2 hombres y 2 mujeres nuliparas para la obtencién de
DNA leucaocitario y de DNA libre en plasma (cfDNA) a manera de control, todos con

cariotipo normal. Las muestras fueron cuantificadas mediante espectrofotometria.

Identificacion del DNA libre de células en plasma

Los valores de la concentracion de DNA extraido a partir del plasma de mujeres
embarazadas estdn comprendidos en un rango de 388.50 a 2,164.8 ng/uL, sin presentar
un valor modal, sin embargo el 71.4% de los datos esta dentro del segundo y tercer
cuartil, con un promedio de 1,226.66 + 490.5. En los valores de plasma de controles
tampoco hubo valor modal, los datos se encuentran en un intervalo de 4.30 a 23.70 ng/uL,

presentan un promedio de 15.53 £ 9.5 (Tabla 5y Figura 14).
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Tabla 5. Descripcion estadistica del comportamiento de la concentracion de cfDNA.

cfDNA de cfDNA
embarazadas control
N Validos 14 4
Perdidos 0 0
Promedio 1226.66 + 490.5| 15.53+9.5
Rango 1776.3 194
Minimo 388.5 4.3
Méaximo 2164.8 23.7
25 1068.1 5.975
Percentiles 50 1101.75 17.05
75 1566.6 23.55
2,500.00
2,000.00
C
0
‘G 1,500.00
o
c
O
(8]
C
@]
O 1,000.00
500.00 A
(o]
0.00 . ,
cfDNA de embarazadas cfDNA control

Figura 14. Distribucién de frecuencias de la concentracién de DNA obtenido en plasma embarazadas y
controles.



Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 4% para determinar el tamafio de los
DNA, los extraidos del plasma de las gestantes presentan una banda de entre 200 y 300

pb, mientras que los aislados de plasma de controles no presenta banda (Figura 15).

4 6

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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3 5
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400—
300 =—
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Figura 15. Gel de agarosa al 4% para analizar la integridad de las muestras.
De izquierda a derecha se muestra el marcador de peso molecular (100-1500 bp). Mujeres nuliparas: carriles
3y 12 DNA leucocitario, 4 y 13 cfDNA. Hombres: 5y 14 DNA leucocitario, 6 y 15 cfDNA. Gestantes: 7, 9y 16
DNA leucocitario, 8, 10 y 17 cfDNA.
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La relacion 260/280 de los acidos nucléicos extraidos del plasma estan incluidos en un

intervalo de 2.07 a 2.68 UDO, sin mostrar un valor modal, el cuartil uno y cuatro

representan el 70% de los datos, con un promedio de 2.4 + 0.23. Los valores obtenidos de

los plasmas control estan incluidas en el intervalo de 0.69 a 1.86 UDO y no presentan un

valor modal, presentan un promedio de 1.20 + 0.5 (Tabla 6 y Figura 16).

Tabla 6. Descripcién estadistica del comportamiento de la relacién 260/280 del cfDNA.

R260.280

3.00

2.00

1.00

cfDNA de cfDNA

embarazadas control
N Validos 14 4
Perdidos 0 0
Promedio 2.4+0.23 1.20+0.5
Rango 0.61 1.17
Minimo 2.07 0.69
Maximo 2.68 1.86
25 2.18 0.775
Percentiles 50 2.385 1.12
75 2.6475 1.6975

1

0.00

T
cfDNA de embarazadas

T
cfDNA control

Figura 16. Distribucién de frecuencias de la relacién 260/280 de DNA obtenido en plasma de embarazadas y

controles.

56



La relacion 260/230 de los acidos nucleicos extraidos del plasma muestra un rango de

1.01 a 4.10 UDO sin mostrar un valor modal, el 35% de los datos estdn dentro del

segundo cuartil y el 28% son valores extremos; el promedio es de 2.48 = 1.2. Los

obtenidos de los plasmas control tienen un intervalo de 0.17 a 1.82 UDO, no presentan

una moda; el promedio es de 0.82 £ 0.71 (Tabla 7 y Figura 17).

Tabla 7. Descripcion estadistica del comportamiento de la relacion 260/230 de cfDNA.

R260.230

Figura 17. Distribucién de frecuencias de la relacién 260/230 de DNA obtenido en plasma de mujeres
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cfDNA de cfDNA

embarazadas control
N Validos 14 4
Perdidos 0 0
Promedio 248 +1.2]1 0.82+0.71
Rango 3.09 1.65
Minimo 1.01 0.17
Maximo 4.1 1.82
25 1.38 0.25
Percentiles 50 1.93 0.64
75 3.945 1.5625

-

il

T

L

0.00

T
cfDNA de embarazadas

T
cfDNA control

embarazadas y controles.
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Por los valores obtenidos en las absorbancias del cfDNA de plasma materno se probo

realizar la extraccion sustituyendo el reactivo poli(A) por 50 uL de ribonucleasa (RNAsa)

resultando en concentraciones disminuidas que no se lograron amplificar mediante PCR

(Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacién de muestras tratadas con RNAsa

Muestra | Abs260/280 | Abs260/230 | COncentracion
ng/uL
DPF15 |  1.89 116 108
DPF16 | 183 1.04 11
DPF17 | 169 0.7 155

La comparacion del espectro de absorcién entre los distintos tipos de DNA purificados

muestra que el cffDNA tiene un comportamiento grafico similar al obtenido de DNA

leucocitario (Figura 18).
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Figura 18. Ejemplos de grafica de cuantificacion de absorbancia;
A) DNA Gendmico, B) cfDNAe y C) cfDNAc.
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DNA Leucocitario
Se realizé una electroforesis en gel de agarosa para determinar el tamafio de los DNA
gendmicos. Tanto en las mujeres embarazadas como en los controles se observa una

banda superior a 2642 pb (Figura 15).

La concentracién de DNA leucocitario de las madres se encuentran en un rango de 15.70
a 126.50 ng/pL, no tiene valor modal, el 50% de los datos estad comprendido en el primer
cuartil, el promedio es de 49.12 + 29.8. Paralelamente los obtenidos de los controles no
muestran una moda, el intervalo va de 62.10 a 182.90 ng/uL, con un promedio 108.9 +

58.2 (Tabla 9 y Figura 19).
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Tabla 9. Descripcion estadistica del comportamiento de la concentracion de DNA materno.

Concentraciéon

Figura 19. Distribucién de frecuencias de la concentracién de DNA leucocitario materno.

125.00

100.00

75.00

50.00

25.00

DNA
materno
Validos 14
N Perdidos 0
Promedio 49.12+9.8
Rango 110.80
Minimo 15.70
Maximo 126.50
Percentiles 25 25.2750
50 45.4000
75 57.9250
13
o

0.00

T
DNA leucocitario materno
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Con el fin de comprobar que el ensayo comercial High Pure Viral Nucleic Acid no induce
fragmentacion en el DNA, se extrajo DNA leucocitario de una gestante y un hombre, el
tamafo se verifico en un gel de agarosa al 4% (Figura 20). La concentracion, relacion

260/280 y 260/230 se determinaron espectrofotométricamente (Tabla 10).

Figura 20. Gel de integridad de agarosa al 4%.
Se muestra el marcador de peso molecular (100-1500 bp), en los carriles 2 y 3 se encuentra el DNA
leucocitario.

Tabla 10. Concentracion, relacion 260/280 y relacion 260/230
de DNA leucocitario extraido con el ensayo comercial High Pure Viral Nucleic Acid.

Muestra | 260/280 | 260/230 | Concentracion
ng/uL

Control F1| 1.64 2.41 99.9

Control F2| 1.74 1.87 99.2
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Identificacion de los amplificados de los marcadores X y 21.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR punto final de los
seis marcadores, a partir del DNA leucocitario de las madres y los padres (en caso de
contar con ellos), asi como, del cfDNA del plasma de la madre. Los amplicones estaban

dentro de los tamafios esperados (Tabla 4) (Figura 21).

DXS998 DXS1108 DXS8061

D21S211 D21S1258 D21S1887

S &
& S

&
P M

Figura 21. Ejemplificacién de amplificados de los marcador del cromosoma X (a) y 21 (b).
Donde, amplificacion de DNA leucocitario (M= madre), (P= padre), cfDNA=amplificacion de DNA libre de
células en plasma de gestante.
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Identificacion de las variaciones de los marcadores X y 21 mediante electroforesis
capilar.

Por medio de electroforesis capilar del producto de PCR punto final se identificaron las

frecuencias de los diferentes tamarfios obtenidos de los seis marcadores.

DXS§998

No se observan diferencias aparentes entre las frecuencias de los fragmentos de 113, 115

y 117 pb. Estos tres fragmentos representan el 0.9 de las muestras (Tabla 11).

Tabla 11. Proporciones de marcador DXS998.

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

DXS998 (113-119)
Marcador DNA DNA cfDNA
Leucocitario Materno n(proporcion)

pb n(proporcion) | n(proporcion) prop
113 9(0.243) 8(0.286) 8(0.286)
115 11(0.297) 11(0.392) 7(0.251)
117 12(0.324) 7(0.251) 11(0.392)
119 5(0.136) 2(0.071) 2(0.071)
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DX$8061
Los fragmentos de 145, 147 y 149 pb representan el 0.758 de la muestra contemplando

ocho tamanos posibles (Tabla 12).

Tabla 12. Proporciones de marcador DXS8061.

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

DXS8061 (125-153)

Marcador Leutl:?::ft‘ario MaDt:fno CfDNA. .
pb n(proporcién) | n(proporcion) n(proporcion)
131 1(0.027) 1(0.036) 2(0.071)
133 1(0.027) 1(0.036) 4(0.142)
137 2(0.054) 2(0.071) 1(0.036)
141 2(0.054) 2(0.071) 2(0.071)
143 1(0.027) 1(0.036) 0
145 8(0.216) 6(0.214) 7(0.250)
147 14(0.379) 9(0.322) 9(0.322)
149 8(0.216) 6(0.214) 3(0.108)
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DXS$1108

Este marcador no estéd reportado como polimérfico, sin embargo se logré identificar dos

fragmentos adicionales (160 y 166 pb) con repetidos de 3 pb. El fragmento de mayor

proporcion corresponde al tamafio del valor reportado para toda la muestra (Tabla 13).

Tabla 13. Proporciones marcador DXS1108.

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

n(proporcion)

n(proporcion)

DXS1108 (163)
Marcador DNA . DNA cffDNA
Leucocitario Materno ..
pb n(proporcion)

163

10(0.271) 6(0.214) 5(0.178)
24(0.648) 21(0.750) 22(0.786)
3(0.081) 1(0.036) 1(0.036)
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D21S§211

El fragmento de 93 pb presenta la mayor proporcién (0.751) comparado con los otros

cuatro (Tabla 14).

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

Tabla 14. Proporciones marcador D21S211.

D21S211 (93-101)
Marcador | DNA Leucocitario DNA Materno cfDNA

pb n(proporcion) n(proporcion) n(proporcion)
93 28(0.6) 21(0.751) 21(0.751)
95 7(0.2) 3(0.107) 3(0.107)
97 5(0.11) 2(0.072) 3(0.107)
99 1(0.023) 1(0.035) 0

101 1(0.023) 1(0.035) 1(0.035)
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D21§1258

El fragmento de 139 pb fue el que méas frecuentemente amplifico en los tres tipos de

muestra (0.405, 0.250, 0.321), comparado con el resto de los fragmentos (Tabla 15).

Tabla 15. Proporciones marcadores D21S1258.

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

D21S1258 (139-157)
Marcador pb Leutz::;:ario DNA Mate.r’no CfDNA. .
n(proporcion) n(proporcién) |[n(proporcion)

139 17(0.405) 7(0.250) 9(0.321)
141 4(0.095) 2(0.071) 2(0.071)
143 1(0.024) 1(0.036) 1(0.036)
145 1(0.024) 0 1(0.036)
147 6(0.143) 6(0.214) 4(0.143)
149 2(0.048) 2(0.071) 2(0.071)
151 4(0.095) 4(0.143) 5(0.179)
153 4(0.095) 4(0.143) 4(0.143)
155 1(0.024) 1(0.036) 0
157 2(0.048) 1(0.036) 0
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D21§1887

Los fragmentos identificados en los DNA leucocitarios muestran que el fragmento de

mayor frecuencia es de 133 pb, en cambio en el cfDNA fue el fragmento de 131 pb el que

se presenté en mayor proporcion (Tabla 16).

Tabla 16. Proporciones marcador D21S1887.

n= cantidad de muestras amplificadas en cada marcador (proporcién equivalente).

D2151887 (123-147)

DNA DNA
Marcador pb Leucocita.r’io Matern.ol n (p:ctscl)“:ién)
n(proporcién) | n(proporcion)

131 10 (0.239) 9(0.321) 11(0.393)
133 13(0.310) 11(0.393) 8(0.285)
137 1(0.023) 1(0.036) 1(0.036)
139 1(0.023) 1(0.036) 2(0.071)
141 8(0.191) 5(0.178) 4(0.143)
143 2(0.048) 1(0.036) 0

145 1(0.023) 0 1(0.036)
147 6(0.143) 0 1(0.036)
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Dado que el analisis de frecuencia no proporciono la suficiente fuerza estadistica se

realizé un andlisis de frecuencia binomial de los posibles alelos comparando el cfDNA

contra el DNA leucocitario materno. La certidumbre con la que se puede diferenciar el

DNA leucocitario materno del cfDNA es de 0.857 usando tres marcadores para el

cromosoma Xy tres para el cromosoma 21 (Tabla 17).

Tabla 17. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma.
0=Concordante; 1=No concordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998

DXS8061

DXS$1108

D21S211 | D2151258 | D2151887

Concordancia/
no concordancia

DPFO1

1

DPFO2

DPFO3

DPF04

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

OoO|0O|0O|0O|O|OCO|O|FR|[FRP|P|O|FR|R|O

o|o|O|Rr|O|R|O|O|FR|P|IO|O|R|O

OoO|Rr|O|Rr|IO|O|O|R|O|R|O|O|R|O

o|o|OoO|rR|FR|P|IO|RP|O|Rr|R|O|OC|O
OoO|O|rRr|FR|IFPR|IPIO|O|R|O|O|FR|R|O

O|Rr|P|IO|O|Rr|O|R|O|O|O|R|O|F

O|lRr|R|R|RPR|IRPR|IO|R|[R|[R|[R|[R|K

Proporcion

0.357

0.357

0.357

0.429

0.429 0.500

o
00
a
~
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El analisis de concordancia de un solo marcador muestra que no existe la suficiente

variabilidad para diferenciar los DNA (de 0.357 a 0.500). En las muestras en las que no

existid diferencia estadistica se comparé el sexo al nacimiento en donde todos los casos

fueron masculinos (Tabla 18).

Tabla 18. Comparacion de los resultados sobre el sexo de los fetos.

SD = sin datos.

Determinacion del sexo
Muestra Resultado molecular al nacimiento
X Y SEXO

DPFO1 X Y SD

DPF02 X SD

DPF03 X Y Masculino
DPF04 X SD

DPF05 X Y Masculino
DPFO06 X Femenino
DPFO7 X Femenino
DPF08 X SD

DPF09 X Femenino
DPF10 X Y Masculino
DPF11 X Femenino
DPF12 X Femenino
DPF13 X Femenino
DPF14 X Femenino
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8. Discusion

La extraccion de DNA fetal a partir de plasma materno no es una técnica relativamente
reciente, Lo en 1997 describié su presencia en pacientes con cancer ?Y no fue hasta el
2007 que el consorcio Wiley InterScience que realiz6 una comparacion entre los distintos
métodos de extraccion “°. Sin embargo ha persistido la duda de la presencia del DNA
materno en el DNA fetal. La posibilidad de diferenciarlos mediante su tamafio podria

permitirnos realizar estudios asequibles con un alto grado de certidumbre.

En este estudio se utilizaron plasmas almacenados a -70°C, comprendidos en el periodo
de agosto del 2010 a noviembre del 2013. Al momento de ser procesados la
descongelacion se realizé a temperatura ambiente, ya que si el plasma es descongelado
a 4°C forma crioprecipitados ®? que pueden restar volumen a la muestra y por otro lado

tapar las columnas de purificacion afectando a la concentracion final del cfDNA .

La concentracién de cfDNA de plasma materno fue 78 veces mayor que las del producto
de extraccion de controles (Tabla 5 y Figura 14), como menciona Tjoa la fuente principal
de DNA fetal libre en sangre materna es originada de la apoptosis de células placentarias

35);

(sincitiotrofoblastos) es asi como pueden entrar en la circulacién de la madre B4 o que

explicaria la ausencia de cfDNA en las muestras control.

Los productos extraidos del plasma de los controles se compararon en una electroforesis
en gel de agarosa con los obtenidos de los plasmas de mujeres embarazadas los cuales
presentaron una banda entre los 100 y 200 pb (Figura 15). Lo que concuerda con lo
reportado por Li en donde describe que el fragmento se encuentra entre los 145 y 313 pb
[41: 14211431 sin embargo, en ninguno de los trabajos describen el comportamiento de cfDNA

en personas no gestantes (hombres o mujeres), en este estudio se utilizaron controles no

gestantes y no se observa alguna banda.
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La relacion de 260/280 depende de la composicion de los nucleétidos en la muestra, cada
uno se mide de manera independiente presentando los siguientes valores: Guanina: 1.15,
Adenina: 4.50, Citosina: 1.51, Timina 1,47 y Uracilo: 4,00. La relacion resultante 260/280
para el &cido nucleico que se esta estudiando sera aproximadamente la media ponderada
de la 260/280, el rango establecido para esta relacion debe estar entre 1.8 y 2.0, los

8l Las relaciones

valores mayores suelen estar asociados a la presencia de RNA f
obtenidas de las muestras extraidas del plasma de gestantes se encuentran entre 2.07 y
2.68, mientras que los productos obtenidos de la extraccion del plasma de controles
resultaron en el intervalo de 0.69 a 1.86, esto nos hace suponer que en el cfDNA materno
no solo existe DNA si no también RNA. Sayres y Cho estudiaron el mRNA fetal o
placentario libres en circulaciobn materna, pese a que este es muy inestable y facil de
degradar por nucleasas, una teoria que explicaria su resistencia es que son encapsulados
dentro de microvesiculas que se unen a cuerpos apoptéticos del sincitiotrofoblasto B4 5%,
Los resultados indican, que en las muestras obtenidas con el uso de ribonucleasa
(RNAsa) las concentraciones disminuyeron, por lo que no se lograron amplificar (Tabla 8),

suponemos que el RNA confiere un microambiente protector al cfDNA de plasma materno

y que no afecta su amplificacion.

Se determin6 la relacion 260/230 que, cominmente los valores se encuentran en el
intervalo de 2.0 a 2.2. Si los valores son inferiores puede deberse a la presencia de
contaminantes como compuestos organicos por ejemplo, el fenol y otros aromaticos o
algunos reactivos utilizados para la extraccion de RNA como el TRIzol que tienen una
absorbancia a 230 nm. Sin embargo los valores que se obtuvieron de las muestras de las
mujeres gestantes se encuentran en un rango de 1.01 a 4.10, mientras que las de los

plasmas control estan dentro de un intervalo de 0.17 a 1.82. Tanto los valores de 260/280
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y 260/230 justificarian las bajas concentraciones que nos indican la ausencia de &cidos

nucleicos en estas muestras .

Para diferenciar entre los alelos maternos de los fetos femeninos y poder detectar
cualquier secuencia ausente en la madre pero presente en el feto es necesario realizar

también un estudio del DNA de los padres ®”

, por lo que el DNA leucocitario de la madre
y de los controles se analizé6 en un gel de agarosa, ambos presentaron una banda
superior a 2642 pb, comprobando asi la integridad del DNA. En cuanto a su
concentracion, el DNA leucocitario materno presento un rango de valores comprendidos

entre 15.7 a 126.5 ng/uL, este fue amplificado para compararlo con los fragmentos

presentes en el cfDNA del plasma materno.

La demostracion de que el ensayo comercial empleado para la extraccion del cfDNA (High
Pure Viral Nucleic Acid) no induce cambios en la integridad del DNA se realiz6 mediante
la extraccion de dos muestras de sangre total y gracias a la afinidad que esta molécula
tiene por el sustrato sélido que contienen las columnas de purificaciéon fue posible obtener
DNA leucocitario, los cuales se cuantificaron, mostrando valores de aproximadamente 99
ng/uL y valores aceptables en las relaciones 260/280 y 260/230. Se comprobd su
integridad con una electroforesis en gel de agarosa donde se observé una banda superior

a 2642 pb sin mostrar fragmentacion.

Los marcadores usados para diferenciar el DNA materno del cfDNA y descartar posibles
contaminaciones de origen materno, fueron seleccionados por sus tamafos y por ser
polimérficos, ya que estas secuencias permiten diferenciar a un individuo de otro, puesto

que uno de los alelos que se presentan proviene del padre y el otro de la madre @

y al
heredarse permiten establecer relaciones biol6gicas de parentesco. Con la electroforesis
en gel de agarosa se comprob6 la amplificacion observando para cada marcador una

banda correspondiente al peso esperado que no van mas alla de 163 pb tanto en los DNA
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leucocitarios de los padres y del cfDNA, con lo que se comprueba la obtencion y

amplificacion de material genético a partir del plasma materno.

Los dos cromosomas sexuales divergieron de un solo autosoma aproximadamente hace
unos 300 millones de afios; de hecho, aun tienen cierta homologa ya que recombinan

cerca de sus extremos, en las dos regiones pseudoautosomicas %,

Mas del 95% de las mujeres embarazadas tienen que elegir algun tipo de atencién
prenatal, que puede conducir a un procedimiento de diagnostico prenatal. La mayoria de
las mujeres consideran las pruebas de deteccion de aneuploidias a base de suero, como
el sindrome de Down (trisomia 21) que es con mucho el trastorno mas comudn que afecta
aproximadamente a 1:800 embarazos. El riesgo puede ser evaluado mediante la
combinacion de varios factores, incluyendo las alteraciones en los niveles normales de
biomarcadores proteinicos, incluyendo B- hCG, a-fetoproteina, PAPP-A y la inhibina A, la
edad materna avanzada y translucencia nucal incrementada que indicarian el diagnéstico
prenatal invasivo ya sea por biopsia de vellosidades coriénicas (CVS) o por amniocentesis
para obtener células fetales implica un pequefio pero significativo riesgo de pérdida
espontanea de la gestacién y por supuesto, de la incomodidad y el estrés causados a la
madre, para evitar los peligros que pueden ser causados podria ofrecerse una prueba de

diagnéstico no invasivo utilizando una muestra de sangre materna °%.

Por medio de electroforesis capilar se identificaron los tamafios de los seis marcadores
amplificados por PCR para cada una de las muestras. La identificacion de los tamafios de
los fragmentos amplificados y el andlisis de frecuencias realizado nos permitié determinar
pequefias variaciones de los tamafios de los amplicones de DNA leucocitario materno y

del cfDNA, presentando proporciones distintas en algunos fragmentos.
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En el cromosoma X, cada uno de los tres marcadores amplificados presento una
proporcion de 0.357 de nuestra muestra estudiada. Las caracteristicas distintivas del
cromosoma X deriva en gran medida de la forma en que se hereda. Los hombres tienen
una sola copia de este cromosoma, y su diversidad puede ser baja comparada con los

autosomas pero comparado con el cromosoma Y es el doble 9,

En los tres marcadores utilizados para el cromosoma 21 se presenta una proporcién de
entre 0.429 a 0.500 de los fragmentos encontrados de nuestra muestra estudiada. Sin
embargo para ninguno de estos seis STR existen estudios relacionados acerca de su

comportamiento en la poblacién mexicana.

Los seis marcadores utilizados fueron suficientes para diferenciar en una proporcion de
0.857 de la muestra. Para identificar la influencia de cada uno de los marcadores en la
posibilidad de diferenciar las muestras, se calcularon nuevamente las proporciones
omitiendo en cada ocasion uno y solo un marcador, sin embargo la proporcién solo varia
en los casos de los marcadores D21S211 y D21S1258 que mostraron 0.786 de
proporcion de cada uno (Tabla 22 y Tabla 23), en todos los demas la proporcion
permanecia cercana a 0.857 (Anexo I). Aun asi es recomendable usar un conjunto de
minimo seis marcadores y preferentemente aumentar el nimero de STR de diversas
regiones de otros cromosomas, destacando al cromosoma X pues aungue presentaron
variaciones en los amplificados, la comparacion de los STR del hijo con la madre daran
informaciéon mas detallada de la variacion en la tasa de mutacion en todo el cromosoma,

permitiendo un mejor andlisis ¥ y una mayor certidumbre de no concordancia.

Paralelamente el equipo de trabajo realizo amplificaciones de tres marcadores del
cromosoma Y que para este trabajo sirvieron para mejorar la certidumbre de no
concordancia, ya que el 0.071 de proporcién que no se logré diferenciar usando los

marcadores de X y 21 se identificd6 con estos marcadores de Y (Ver tesis de Velasco
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Tapia Viridiana Gricel “Extraccion de DNA fetal libre de células en plasma materno usando

los cromosomas Xy Y como marcadores de la presencia de DNA fetal”).
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9. Conclusiones

El presente estudio confirma la presencia de DNA libre de células en plasma materno el
cual se logré diferenciar del DNA leucocitario materno mediante el uso de los STR, con un

alto grado de certidumbre.

Se consiguio la estandarizacion de la técnica de extraccion y amplificacién de DNA libre
de células presente en el plasma de mujeres embarazadas, asi como la obtencion del

DNA materno a partir de sangre completa.

Los STR establecidos de los cromosomas X y 21 resultaron favorables para la

diferenciacion de los DNA obtenidos, tanto del luecocitario como del cfDNA del plasma.

77



10. Perspectivas

La obtencién del cffDNA puede ser de utilidad en aquellas mujeres que requieren de un
andlisis genético por la sospecha de alguna anomalia fetal de origen genético, lo que
hasta el momento en México solo puede resolverse mediante algun tipo de muestreo

invasivo, incrementando asi el riesgo de pérdida.

Este estudio abre las puertas a la realizacibn de numerosas investigaciones para
determinar trisomias fetales, el grupo RhD para prevenir la EHRN vy la determinacion del

sexo para diagnosticar enfermedades ligadas a X en etapas tempranas de la gestacion.

Es recomendable se realice una busqueda dirigida a marcadores polimorficos

determinados para la poblacion mexicana de distintos cromosomas.
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Anexo |

Tablas de frecuencia binomial.

Los célculos de concordancia se realizaron omitiendo el marcador DXS998 y se determiné

que la certidumbre no varia (Tabla 19).

Tabla 19. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador DXS998.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

DPFO1
DPFO2
DPFO3
DPF0O4
DPFO5
DPFO6
DPFO7
DPFO8
DPFO9
DPF10

Cromosoma X

Cromosoma 21

DPF11
DPF12
DPF13
DPF14
Proporcidn

Concordancia/

DXS998 | DXS8061 | DXS1108 | D21S211 | D21S1258 | D21S1887 | no concordancia
0 0 1 0 0 1
1 1 0 0 1 1
0 0 1 0 1 1
0 0 0 1 0 1
1 1 0 1 0 1
1 0 0 0 1 1
0 1 1 1 0 1
0 0 0 0 0 0
1 0 1 1 1 1
0 0 0 1 1 1
1 1 0 1 1 1
0 0 1 0 1 1
0 1 1 0 0 1
0 0 0 0 0 0
0.357 0.357 0.429 0.429 0.500 0.857
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De igual manera, el andlisis se realiz6 omitiendo, ahora, el marcador DXS8061 sin

encontrar cambios en la certidumbre (Tabla 20).

Tabla 20. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador DXS8061.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998 | DXS8061 | DXS1108

DPFO1

0

D21S211

D21S1258 | D2151887

Concordancia/
no concordancia

DPFO2

=

DPFO3

DPF04

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

O|O|O|O0O|C|CO|O|FR|FP|RP|IO[R|F

O|Rr|O|Rr|O|OCO|O|R|O|Rr|O|OC|R|O

Proporcidn

0.357

O|Rr|PR|IOOCO|R|O|R|O|O|O|R|[O|F

oO|0oO|0O|R|[PR|IPR|O|FR|O|R|R|O|OC|O
O|I0O|Rr|IFP[PIFPIO|O|IFRP|IO|OC|FR | ]|O

OlRr|RrR|R|R|IR|O|R|R|R|[R|RL|K

0.357

0.429

0.429 0.500

o
00
a1
~
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Sin tomar en cuenta al marcador DXS1108 la certidumbre sigue siendo 0.857 (Tabla 21).

Tabla 21. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador DXS1108.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998

DXS8061 | DXS1108

DPFO1

DPFO2

DPFO3

DPF04

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

O|0O|O|O|O|C|O|RP|FRP|FP|IO|R|[RLR|O

oO|o|O|Rr|O|R|O|O|FR|LR|O|OC|Rr|O

Proporcidn

0.357

0.357

Concordancia/

D21S211 | D21S1258 | D21S1887 | no concordancia
1 0 0 1
0 0 1 1
1 0 1 1
0 1 0 1
0 1 0 1
0 0 1 1
1 1 0 1
0 0 0 0
1 1 1 1
0 1 1 1
0 1 1 1
1 0 1 1
1 0 0 1
0 0 0 0
0.429 0.500 0.857
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Contrariamente a los casos anteriores, si el marcador D21S211 queda fuera del analisis la
certidumbre baja a 0.786 (Tabla 22).

Tabla 22. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador D21S211.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998

DXS8061

DXS1108

DPFO1

DPFO2

DPFO3

DPF04

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

O|0O|O|O|CO|CO|O|FR|FP|RPR|IO|R|[R|O

oO|lo|O|Rr|O|Rr|O|O|R|R|O|OC|R|O

O|r|O|Rr|O|OCO|O|R|O|R|O|OC|R|O

Proporcidn

0.357

0.357

0.357

D21S211 | D21S1258 | D2151887

Concordancia/
no concordancia

0 0 0
0 1 1
0 1 1
1 0 1
1 0 1
0 1 1
1 0 1
0 0 0
1 1 1
1 1 1
1 1 1
0 1 1
0 0 1
0 0 0
0.429 0.500 0.786
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Al excluir el marcador D21S1258 la certidumbre baja a 0.786 (Tabla 23).

Tabla 23. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador
D21S1258.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998

DXS8061 | DXS1108

D21S211 | D21S1258 | D2151887

DPFO1

Concordancia/
no concordancia

[EEN

DPF0O2

1

DPFO3

DPFO4

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

O|0O|O|O|C|CO|O|RP|FRP|RPR|IO|R|[R|O

oO|lo|O|Rr|O|R|O|O|R|R|O|OC|R|O
O|rRr|O|Rr|O|OCO|O|R|O|R|O|OC|R|O

O|Rr|PR|IO|O|Rr|O|R,R|O|O|O|R|O
O|I0O|Rr|IFP|IPIPIO|O|FRP|IO|OC || ]|O

Proporcidn

0.357

0.357 0.357

OlRr|Rr|R|R|R|O|R|R|RLR|O|R|K

0.500

o
N
0
>
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Si el marcador D21S1887, que es el que presenta mayor proporcion de discordancia

(0.500), es omitido la certidumbre se mantiene en 0.857, contrariamente a lo que se

esperaba (Tabla 24).

Tabla 24. Concordancia entre DNA leucocitario materno y cfDNA de plasma omitiendo el marcador
D2151887.
0=Concordante; 1=Discordante.

Familia

Cromosoma X

Cromosoma 21

DXS998

DXS8061

DXS1108

D21S211 | D21S1258 | D2151887

DPFO1

Concordancia/
no concordancia

0

DPFO2

1

DPFO3

DPF04

DPFO5

DPFO6

DPFO7

DPFO8

DPFO9

DPF10

DPF11

DPF12

DPF13

DPF14

O|0O|O|O|CO|OCO|O|RP|FRP|RPR|IO|R|[R|O

oO|loO|O|Rr|O|Rr|O|O|R|R|IO|OC|R|O

O|Rr|O|Rr|O|O|O|R|O|R|O|OC|R|O

O|Rr|P|IO|ICO|RPr|O|RP|O|O|O|R|[O|F
O|0O|0O|R|R|P|O|R|O|R|R|O|O

Proporcidn

0.357

0.357

0.357

0.429

OlRr|kR|R|R|IR|O|R|R|R|[R|[RL|K

0.429

o
00
a1
~

La certidumbre de discordancia que se puede obtener con el uso de estos seis

marcadores es aceptable, sin embargo para tener una mayor proporcion fue necesaria la

amplificacion de tres marcadores mas del cromosoma Y.
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