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RESUMEN

Objetivo: Establecer la validez diagndstica de la identificacion del sexo fetal en plasma de mujeres embara-
zadas durante la primera mitad del embarazo mediante medicién de ADN libre fetal (fDNA) en sangre ma-
terna. Método: Se extrajo 20 ml de sangre periférica a 25 pacientes entre las 5 y 15 semanas de gestacion,
previo consentimiento informado. Se separ6 el plasma mediante centrifugacion obteniéndose ADN gendmi-
co total (materno y fetal), y se analizé por triplicado mediante PCR en tiempo real (g-PCR), con partidores
especificos para secuencia del cromosoma Y (DYS14). El sexo fetal se confirmé mediante ecografia reali-
zada entre las 20 y 25 semanas. Resultados: 12 pacientes presentaron amplificacion para DYS14, siendo
diagnosticados como fetos masculinos. La menor edad gestacional de diagndstico fue 6+4 semanas. En 9
pacientes no se generd sefal, estableciéndose el sexo fetal como femenino. Hubo 4 casos en donde no se
cumplieron los criterios para definir el sexo fetal, estableciéndose estos como indeterminados (todos ellos
antes de las 8+3 semanas). La probabilidad de diagnosticar el sexo a partir del test fue de 84% (21 de 25
pacientes). Considerando solo los 21 casos donde se pudo realizar un diagndstico, la ecografia confirmé el
sexo en todos ellos, obteniéndose una correlacion del 100%. Conclusion: Es posible diagnosticar el sexo
fetal en sangre materna utilizando ffDNA durante la primera mitad del embarazo.

PALABRAS CLAVE: ADN libre fetal, PCR en tiempo real, diagndstico prenatal no invasivo
SUMMARY

Objective: To validate the use of cell free fetal DNA (ffDNA) in maternal plasma to predict fetal sex in the
first half of pregnancy. Method: A prospective observational cohort study of 25 pregnancies between 5 and
15 weeks of gestation was studied (median gestational age of 9+1 weeks). Maternal blood was taken and
g-PCR was carried out to detect the multi-copy Y chromosome associated DSY 14 gene. The end point was
gender as assessed by ultrasound at 20-25 weeks. Results: A Y signal was obtained in 12 patients, so a
male fetus was predicted. The earliest signal was at 6+4 weeks. In 9 patients we didn’t have any signal, so a
female fetus was diagnosed. There were 4 cases where the criterion to define fetal sex was not fulfilled and
were classified as equivocal (all of them before 8+3 weeks). The probability to predict fetal sex from the test
was 84% (21 of 25 patients). However, when the diagnosis of fetal sex is made, there is a 100% correlation
between the ultrasound and Q-PCR. Conclusion: Free fetal DNA in maternal plasma allows prediction of
fetal sex in the first half of pregnancy.
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INTRODUCCION

Desde la descripcion por parte de Lo y cols (1)
de la presencia de ADN libre fetal en la circulacion
materna, se han multiplicado las publicaciones de-
mostrando la factibilidad del uso de este material
genético para diagnostico prenatal (2). La identifica-
cion del sexo o grupo sanguineo fetal mediante la
identificacion del cromosoma Y o de los exones para
el gen D respectivamente, en el plasma de mujeres
embarazadas, son ejemplos de las aplicaciones cli-
nicas de esta técnica (2-4).

Desde la primera identificaciéon de secuencias
del cromosoma Y en plasma materno la técnica ha
probado ser reproducible en muchos laboratorios
(5-7). Cuando la sangre materna es usada para de-
terminar el sexo fetal, la tasa de éxito en el recono-
cimiento es cercana al 100% y el diagndstico puede
ser realizado tan precozmente como a las 4 sema-
nas de gestacion (5). Sin embargo, estas altas tasas
de prediccion solo se alcanzan cuando hay una ma-
yor concentracion del ADN fetal, lo que ocurre hacia
el final del primer trimestre del embarazo (5).

Mas alla de determinar en estadios mas tempra-
nos el sexo fetal de lo que se hace en la actualidad,
el diagnostico del sexo fetal esta teniendo un gran
impacto en el manejo de los desordenes genéticos
ligados al cromosoma X (3) o para guiar la terapia
prenatal en los casos de riesgo para hiperplasia
suprarrenal congénita, en donde el déficit comple-
to de 21-alfa-hidroxilasa, puede producir masculi-
nizacion de genitales femeninos fetales (8). Otros
test diagndsticos que utilizan esta tecnologia estan
actualmente en desarrollo para su uso en clinica,
por ejemplo, la identificacion del tipo de plaquetas
en la trombocitopenia aloinmune y la deteccion de
mutaciones paternas en enfermedad recesiva como
la fibrosis quistica, talasemias o en enfermedades
autosdmicas dominantes de origen paterno (9).

El objetivo de este estudio es determinar la vali-
dez del diagnédstico de sexo fetal mediante la iden-
tificacion de ffDNA en plasma de embarazadas du-
rante la primera mitad del embarazo y determinar la
edad gestacional que esto es posible.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de las muestras. Pacientes que
acudieron a la Unidad de Medicina Fetal de la Uni-
versidad de los Andes para la realizaciéon de eco-
grafia de primer trimestre, en las que se diagnosticé
embrién unico, viable, menor a 15 semanas. Fueron
invitadas a participar del protocolo previa firma de
consentimiento informado. Ingresaron 25 pacientes
al estudio, a las que se les extrajo 20 ml de sangre

venosa periférica, que fue trasladada al laborato-
rio a temperatura ambiente en un plazo no mayor
a 8 horas. Las pacientes acudieron posteriormen-
te a control ecografico entre las 20 y 25 semanas
para diagnostico de sexo fetal mediante ecografia,
el que fue determinado por dos operadores en for-
ma independiente y ciega. Como control positivo se
utilizo ADN genémico humano de hombre y para
control negativo ADN genémico humano de mujer
no embarazada.

Procesamiento de las muestras. Las muestras
transportadas al laboratorio fueron centrifugadas
a 3000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
se transfirié a tubos libres de nucleasas y estériles,
centrifugandolos durante 10 minutos a 7000 rpm.
Posteriormente 800 pl de plasma fueron llevados a
tubos limpios y almacenados a -20° C para su pos-
terior utilizacion. El ADN fue extraido desde 800 pl
de plasma mediante el uso de QIAmp Blood DNA
Mini Kit (Qiagen, West Sussex, UK).

El ADN libre fetal en el plasma materno, se de-
tectd mediante la técnica de PCR en tiempo real,
utilizando partidores especificos para la secuencia
DYS14, (DYS14-sentido: 5 CAT CCA GAG CGT
CCC TGG 3’; DYS14-antisentido: 5 GCC CAT CGG
TCA CTT ACA CTT 3'). Se eligio este gen porque a
diferencia de SRY, el DYS14 es una secuencia mul-
ti-copia lo que ayuda a mejorar la sensibilidad de
la técnica(7). El medio de reaccion conté con H20
libre de nucleasas, tampdn de PCR, MgCI2 3,5 mM,
dNTPs 3mM, Taq 2U (kit Go Taq Flexi, Promega),
partidor DYS14-sentido 2,5 uM, partidor DYS14-an-
tisentido 2,5 uM; SYBR Green 1/20000 (Molecular
Probes) y 5 pl de templado para las muestras.

En la reaccion de amplificacion de DYS14 se
utilizé SYBR Green Il, un intercalante del ADN, que
se incorpora en el producto generado, lo cual per-
mite medir durante la amplificacién la cantidad de
ADN sintetizado en cada momento, ya que la emi-
sion de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado.

El PCR en tiempo real fue realizado en un ter-
mociclador CHROMO 4 (MJ Research) y el analisis
de datos se realizé mediante el uso del software
OPTICON 111. El programa consistié en un ciclo
de denaturacion inicial a 96° C por 2 minutos, luego
se realizaron 45 ciclos de amplificacion que consis-
tieron en denaturacion a 92° C por 20 segundos,
apareamiento a 54° C por 20 segundos, y extension
a 722 C por 20 segundos. La fluorescencia fue en-
tonces adquirida al final de la fase de extension y la
lectura se realizo a 80,5° C por 5 segundos al final
de cada ciclo. Posteriormente se realizo una cur-
va de temperatura desde 78° C hasta 90° C donde
se realizd la lectura de fluorescencia, dejando las
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muestras a una temperatura final de 4° C.

Valores de corte para asignacion de sexo fetal.
El feto fue diagnosticado como masculino si al me-
nos 2 de las 3 replicas para DYS14 alcanzaban va-
lores de ciclo umbral (Ct) (numero de ciclos al cual
un nivel perceptible de fluorescencia es alcanzado)
menores de 41. El feto fue considerado femenino
si las 3 replicas alcanzaban valores de Ct de 45 o
mayores, indicando que no habia amplificacion de
la secuencia. En el caso de que solo un replicado
para DYS14 tuviera Ct menor a 41 o los 3 se en-
contraran con Ct entre 41 y 45 se consider6é sexo
indeterminado para la técnica (Tabla I)

Tabla |

CT UTILIZADO PARA LA DEFINICION DE SEXO
POR PCR DE TIEMPO REAL

las pruebas diagndsticas se presenta en la Tabla
V.

Tabla Il

DETERMINACIQN DE SEXO PRENATAL SEGUN
AMPLIFICACION DE DYS14 MEDIANTE Q-PCR

Sexo fetal Femenino: 11 Masculino: 14
Femenino 9 -
Masculino - 12
Indeterminado 2 2

Tabla lll

COMPARACION DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR Q-PCR Y ECOGRAFIA

Sexo fetal Criterios

Masculino 2 de 3 replicados para DYS14
tienen un Ct < 41

Femenino Los 3 replicados para DYS14

tienen un Ct > 45

Si solo 1 replicado para DYS14
es < 41 o los 3 estan entre 41 y 45

Indeterminado

Ct: Ciclo umbral

RESULTADOS

Se analizé el plasma de 25 mujeres cursando
embarazos con una edad gestacional media de
9+1 semanas (rango: 5+5 a 14+3 sem). Del total
de casos, 12 pacientes presentaron amplificacion
para DYS14, diagnosticandose feto de sexo mas-
culino. La menor edad gestacional a la cual se pudo
identificar la sefial del cromosoma Y fue 6+4 se-
manas. En otras 9 muestras no se gener6 sefal,
determinandose el sexo fetal como femenino. Hubo
4 casos donde no se cumplieron los criterios para
definir el sexo fetal estableciéndose estos como in-
determinado (Tabla Il). La edad gestacional media
de este ultimo grupo fue de 6+3 semanas y todas
ellas fueron menores a 8+3 semanas.

La confirmacion diagnéstica se realizé segun
protocolo a una edad gestacional promedio de
21+3 semanas con rango entre las 20 a 25 sema-
nas, existiendo coincidencia plena con el diagnés-
tico realizado mediante g-PCR (Tabla Ill). De los 4
casos indeterminado 2 resultaron ser masculino 'y 2
femeninos.

La probabilidad de diagnosticar el sexo a partir
del test fue de 84% (21 de 25 pacientes). Conside-
rando los 21 casos donde se pudo realizar un diag-
nostico, la sensibilidad y especificidad de la técnica
alcanzé el 100%. El resumen de los resultados de

ECOGRAFIA
Sexo fetal Masculino Femenino
Masculino 12 0
g-PCR
Femenino 0 9

Tabla IV

VALOR DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS
PARA LA DETERMINACION DEL SEXO FETAL
MEDIANTE Q-PCR EN 21 CASOS

Masculino  Femenino
Sensibilidad 100 100
Especificidad 100 100
Valor predictivo positivo 100 100
Valor predictivo negativo 100 100

DISCUSION

Existen diversas hipdtesis para explicar el ori-
gen del ADN libre fetal en el plasma materno, di-
versos estudios sugieren que la principal fuente de
ffDNA es la placenta producto de la apoptosis de
células trofoblasticas (2), en desmedro de un trafico
de células fetales desde el feto a la madre. El hecho
de que se pueda detectar ADN libre fetal desde los
14 dias postconcepcién, y por lo tanto previo al es-
tablecimiento de la circulacion feto placentaria (5),
asociado al hecho de encontrar ADN libre fetal en
huevos anembrionados apoyan aun mas un origen
practicamente exclusivo de la placenta (10).

En nuestro estudio obtuvimos 4 casos en los
cuales no se cumplieron los criterios para diagnos-
ticar el sexo fetal, siendo considerados como inde-
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terminados. Cuando se reviso la edad gestacional
en que se obtuvo las muestras, encontramos que
todos ellos eran embarazos menores de 8+3 se-
manas de gestacion. Cabe destacar que en estas
4 pacientes no hubo error en la identificacion del
sexo, mas bien, producto de lo precoz del embara-
zo la amplificacion de la secuencia fue insuficiente
para realizar el diagndstico. No se realizé un pos-
terior seguimiento a estas pacientes, a manera de
comprobar que en las semanas siguientes del em-
barazo se hubiese logrado el diagnéstico del sexo
fetal. Se sabe que la cantidad de ADN libre fetal va
en aumento durante el embarazo (2), por lo cual,
la falta de amplificacion de la secuencia DYS14 se
deberia a que la cantidad de ffDNA son minimas
en el comienzo del embarazo imposibilitando su
identificacion. Esta seria la principal limitacion para
mejorar la eficiencia del test, ya que a menor edad
gestacional habra necesariamente una mayor canti-
dad de casos en los cuales no se puede determinar
el sexo fetal.

En un 84% de los casos se logro un diagndsti-
co del sexo fetal, en estos casos la sensibilidad y
especificidad alcanzaron el 100%, con un valor pre-
dictivo positivo y negativo también de 100%. Esto
va en linea con las numerosas publicaciones que
demuestran la alta sensibilidad y especificidad de
esta técnica, lo que ha motivado reproducirla en nu-
merosos laboratorios alrededor del mundo, llevando
la implementacién de esta técnica a un nivel clinico
(3,7,11,12). El diagndstico precoz del sexo fetal en
el primer trimestre puede reducir la ansiedad de los
padres portadores de enfermedades ligadas al cro-
mosoma X o evitar la exposicion innecesaria a los
esteroides en embarazos en riesgo de déficit de 21
hidroxilasa (8).

Sin duda, que el acceso precoz y no invasivo
al material genético del feto esta cambiado la forma
de enfrentar el diagnostico prenatal. El desarrollo
de esta técnica nos hara contar con elementos de
juicio altamente confiables, que permitiran mejorar
el diagnéstico prenatal y tener acceso al material
genético del feto de manera no invasiva.
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