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Resumen

Determinar el sexo fetal durante el primer trimestre del embarazo puede ser
necesario en condiciones de herencia de enfermedades mendelianas ligadas al
sexo, pero también por razones personales. Nuestro objetivo fue establecer un
sistema de diagnostico genomico del sexo fetal no invasivo, econdmico y confiable
utilizando el ADN fetal circulante en el plasma materno durante el primer trimestre
de gestacion, es decir, aplicable entre la semana 7 y 16 del embarazo. Se analizaron
155 muestras de sangre periférica de mujeres embarazadas que fueron procesadas
por el método fenol:cloroformo:isoamilico, obteniendo suficiente ADN circulante
libre para hacer el diagndstico. La deteccion del cromosoma Y se hizo a partir de la
amplificacion por gPCR de los genes SRY y DYS14 y de las regiones Unicas TTC3
y RPL17 de los cromosomas 21 y 18 respectivamente.

Encontramos que este método diagnostico puede alcanzar una eficiencia a partir de
la semana 11 mayor al 96.46%. En cambio, en otras edades gestacionales el
diagndstico para 10 semanas es de 91.67 %, en las 9 semanas, 83.33 %. En las
semanas 8y 7, 68.75 % y 63.63 %, respectivamente. La sensibilidad global en este
estudio fue del 91.95 % y la especificidad del 87.00 %.

En conclusion, 90 % de los casos fue diagnosticado de manera correcta. Se
establecio un sistema de diagndstico molecular del sexo fetal a partir de la semana

10 de gestacion, usando plasma materno.
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Abstract

Determining fetal sex during the first trimester of pregnancy may be necessary under
conditions of inheritance of sex-linked Mendelian diseases, but also for personal
reasons. Our goal was to establish a non-invasive, inexpensive, and reliable
genomic fetal sex diagnosis system using fetal DNA circulating in maternal plasma
during the first trimester of gestation, that is, applicable between weeks 7 and 16 of
pregnancy. We analyzed 155 peripheral blood samples from pregnant women
processed by the phenol:chloroform:isoamyl method obtaining enough free
circulating DNA to diagnose. Detection of the Y chromosome was made from the
amplification of the SRY and DYS14 genes. As controls, the unique regions of TTC3
and RPL17 genes, from chromosomes 21 and 18, were chosen. All were amplified
and identified by gPCR. We found that this diagnostic method can achieve an
efficiency of 96.43% in pregnant women over 14 weeks.

On the other hand, in other gestational ages, the diagnosis has less efficiency:
betweenl 1 to 13 weeks, we find 98%, for ten weeks 91.67%, in the nine weeks,
83.33%. At weeks 8 and 7, 68.75% and 63.63%, respectively. The overall sensitivity
in this study was 91.95%, and the specificity was 87.00%.

In conclusion, 90% of the cases were diagnosed correctly. A molecular diagnosis
system of fetal sex was established from the 10th week of gestation using maternal

plasma.
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Introduccion

La determinacién embrionaria del sexo fetal es un proceso que se lleva a cabo en
dos pasos regidos por los cromosomas sexuales y la produccién de hormonas (1).
En primer lugar, el contenido de los cromosomas sexuales impulsa la diferenciacion
de las crestas gonadales en testiculo u ovario. Posteriormente, las hormonas
sexuales producidas por las génadas impulsan el establecimiento de diferentes
caracteristicas anatomicas y fisioldgicas conocidas como sexo fenotipico. Los
cromosomas sexuales evolucionaron por la ganancia de genes especificos del sexo
a partir de autosomas ancestrales. En los humanos el desarrollo gonadal ocurre
entre la cuarta y la quinta semana después de la concepcién (2). La principal
diferencia genética entre los sexos después de la inactivacién del cromosoma X en
las mujeres, es la presencia del cromosoma Y en los hombres. El desarrollo fetal
masculino depende de la presencia de genes en una regién determinante del

cromosoma Y, genes que se expresan cuando se desarrollan las gonadas (3).

Conocer el sexo de un bebé en la etapa prenatal es necesario en mujeres con riesgo
de tener descendencia con un trastorno genético, en particular, cuando son mujeres
portadoras de trastornos genéticos ligados al cromosoma X (4). Asimismo, resulta

deseable para muchas parejas saber el sexo del futuro bebé (5).

La ecografia ha sido la técnica mas utilizada para determinar el sexo fetal y se lleva
a cabo durante el segundo y tercer trimestre del embarazo, momento en el que ya
se considera precisa en un 99% de los casos, detectando la presencia de genitales
normales (6). Sin embargo, existe la necesidad real de conocer con precision y
tempranamente en el embarazo, el sexo fetal, para poder tomar las medidas
diagnésticas confirmatorias necesarias en caso de presentarse una anomalia

gendmica o genética.

ADN fetal en sangre y tejidos maternos

La placenta forma una barrera permeable entre la madre y el feto y se ha
demostrado que tanto células fetales intactas como acidos nucleicos libres de

células procedentes del feto circulan en la sangre materna (7, 8). En 1997, Lo y
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colaboradores demostraron la presencia de ADN fetal libre en sangre materna. Los
fragmentos de ADN fetal libre son detectables en sangre materna desde la semana
cinco de gestacion hasta el nacimiento, cuando aparentemente desaparecen
rapidamente y llegan a ser indetectables después de dos horas (7). Hay una
cantidad significativamente mayor de ADN fetal libre de células en el plasma de
mujeres embarazadas en comparacion con el ADN fetal extraido de la fraccidon

celular de la sangre materna (5).

Aunque se desconoce realmente el origen del ADN fetal, es decir, su fuente tisular,
se proponen dos posibilidades: la primera, es que proviene de células
hematopoyéticas fetales; en 1997 se demostr6 que las células fetales sufrian
apoptosis y se reconocio que el ADN fetal libre de células puede resultar de la
interaccién entre células fetales apoptéticas y el sistema inmunolégico materno.
Otra propuesta es que su origen sea en la placenta, siendo la fuente mas logica

debido a la circulacion que existe de la madre al feto (9).

En la sangre materna el ADN libre que proviene del feto es conocido como fraccion
fetal (FF). Se sabe que la fraccion fetal aumenta su concentracion conforme avanza
la edad gestacional, con el indice de masa corporal materno y con la edad materna;
también influye el método de extraccion (4). Se requiere al menos el 4% de ADN

fetal en el plasma materno para que los andlisis genéticos sean confiables (10).

Invernizzi y colaboradores sugieren que el ADN fetal libre de células puede seguir
presente durante meses o afios después del parto, ya que demostraron que el ADN
fetal puede ser detectado a partir de células maternas o leucocitos que circulan
durante muchos afios después de la concepcion (11). La transferencia directa feto-
materna de moléculas de ADN se ha sustentado en la deteccion de ADN fetal en
varios liquidos corporales maternos, incluido el liquido amniético, la orina, el liquido
cefalorraquideo y el liquido peritoneal, generando la posibilidad de un gradiente de
concentracion que conduzca a la transferencia directa de moléculas de ADN a

través de la placenta (12), pero su concentracion después del parto es minima.

El uso del ADN fetal libre de células para diagndstico de alteraciones fetales inicié

su comercializacién desde el 2011 como una técnica novedosa no invasiva, que
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inicia al colectar una muestra de sangre periférica y separar el suero materno, del

cual se aislan fragmentos de ADN fetal libre (5).

La vida media del ADN fetal se estima en 13.3 min con un rango de 4 a 30 min
después del parto. Debido al hecho de que la cinética de la PCR en tiempo real da
como resultado una amplificacion mas eficiente de amplicones pequefos, existe
evidencia indirecta que sugiere que los fragmentos de ADN fetal circulantes son
pequefios (<450 bp). Debido a que el ADN fetal no se metaboliza inmediatamente
y se amplifica con tanta facilidad a partir de plasma, resulta una fuente de material
fetal para usos diagndsticos (11). En términos de su longitud, el ADN fetal exhibe
una distribucion diferente en comparacién con el ADN materno, con una proporcion
reducida de moléculas de menos de 155 pb y una proporcion aumentada de
moléculas de mas de 150 pb en el plasma materno, posiblemente causada por
empaquetamiento nucleosémico diferencial durante la apoptosis, o por diferencias

en la fuerza de unién del nucleosoma (13).

Técnicas de diagndstico fetal

Durante los ultimos 20 afios se ha utilizado el diagnéstico prenatal en las parejas
embarazadas buscando anomalias genéticas principalmente por dos motivos: la
edad de los padres y la busqueda de bebés sanos. Se ofertan diferentes

diagnésticos con la finalidad de lograr un futuro bebé sano (4).

Usando solo la ecografia, se ha propuesto un método de dos pasos, en el que la
prueba combinada del primer trimestre, basada en la medicion de la translucidez
nucal, la proteina plasmatica A asociada al embarazo, la gonadotropina coriénica
humana B libre y la edad materna, va seguida de una prueba prenatal no invasiva
(NIPS); si la estimacion del riesgo de la prueba combinada esta por encima de un

nivel especificado, que corresponde al 80% de riesgo (14).

De los procedimientos mas conocidos para diagnoéstico fetal (Tabla la), esta la
citogenética prenatal realizada a mujeres de mas de 35 afos. Consiste en obtener
células nucleadas fetales mediante una técnica invasiva de muestreo de

vellosidades coridnicas (CVS) o la amniocentesis (Tabla 1a). La edad de 35 afios
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se estableci6 como el umbral para estos procedimientos porque a partir de esta
edad aumenta la incidencia de bebés nacidos con aneuploidia autosémica mas
comun, la trisomia 21, siendo aproximadamente 2%, y también la posibilidad de un

aborto espontaneo secundario (4).

Pruebas prenatales invasivas clasificadas de acuerdo al tipo de muestra

Muestra Analisis molecular Descripcion Referencia
requerida
Vellosidades FISH (hibridacion Toma de muestra de tejido de la placenta  (15)
coriénicas fluorescente in situ) o | para examinar anomalias cromosémicas y
(CVS) por problemas genéticos; se extrae bajo la

g-PCR guia de una ecografia por el método

transcervical o transabdominal.

Liquido FISH (hibridacion Consiste en extraer una muestra de liquido = (16)
intrauterino fluorescente in situ) o amniético a través de una aguja fina que

para aislar por g-PCR se inserta a través del abdomen materno y
células dentro del saco gestacional con el fin de
amnioticas. detectar anomalias cromosémicas.

Amniocentesis

Las NIPS se utilizan para el diagnostico de aneuploidias fetales comunes (Tablalb).
Basadas en el andlisis del ADN fetal en el plasma materno, éstas ayudan a
identificar la anormalidad genética de manera no invasiva; considerando que 1 de
cada 100 abortos espontaneos puede ser causado por la amniocentesis, siempre
es deseable tener pruebas no invasivas (4). Las actuales NIPS consisten en utilizar
ADN fetal que ha sido aislado de sangre maternay llevar a cabo una secuenciacion
masiva de nueva generacion con la finalidad de determinar el sexo y las posibles
trisomias. Son primordialmente un método de cribado, y reportan una falla técnica
del 2%; el analisis es complejo y de alto costo, por lo que no puede ser ofrecido

como un método de cribado primario (14).
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Pruebas prenatales no invasivas clasificadas de acuerdo al tipo de técnica empleada para
el diagndstico

Nombre de la Tipo de Muestra Descripcién Referencia
técnica analisis requerida
molecular
Prueba prenatal @ Secuenciacion @ Sangre Utilizado para estimar (14)
no invasiva (NIPT: materna posible riesgo a trisomias y
non invasive (ADN fetal) | determinacion de sexo.
prenatal test)
Microarreglos  Sangre Andlisis cromosémico, (17)
de materna detecta ganancias
cromosomas (ADN fetal) (microduplicaciones) 0

pérdidas (microdeleciones)
cromosOmicas.
Secuenciacién = Sangre Es la secuenciacion de @ (14)
del exoma materna exomas para identificar
(ADN fetal) variantes que alteran la
secuencia, asi como el sexo

fetal.
PCR anidada Sangre Amplificacion en dos (18)
(Nested PCR) = materna etapas, utilizando juegos de

(ADN fetal) oligonucleétidos diferentes,
para detectar anomalias
cromosomicas y sexo fetal.

Ecografia No aplica Deteccion | La demostracion del peney | (19)

por escroto en el feto varén o

ultrasonido los labios mayores vy

menores en el feto mujer se
usan para detectar sexo
fetal.
La deteccibn de la
translucencia nucal se usa
para  detectar posible
Sindrome de Down.

Obtencion de acidos nucleicos para diagnostico fetal

Existen diferentes métodos de extraccion de ADN. La primera vez que se extrajo
ADN fue en 1869 por Friedrich Miescher. Cuando realizé la extraccion lo nombro
“‘nucleos” y mas tarde uno de sus estudiantes le dio el nombre de acido nucleico
(20). En 1958 Meseson y Stahi, desarrollaron un protocolo de centrifugacion por
gradiente en donde se aislé ADN de la bacteria E. coli. En 1991 se dio a conocer el
meétodo de obtencion de ADN con la enzima proteinasa K, pero el método mas
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conocido y utilizado fue con fenol-cloroformo isoamilico desarrollado por Joseph
Sambrook y David W. Russell (20).

Para extraer ADN de la célula, es decir aislar el ADN mediante ruptura de la pared
celular o membrana celular, los métodos de extraccion se pueden clasificar en dos
grupos: de base quimica y de fase solida. El método de extraccion quimico consiste
en utilizar diferentes soluciones orgénicas e inorgénicas, por ejemplo, SDS, fenol,
cloroformo, alcohol isoamilico, EDTA, Tritdbn X100. En cambio, el método solido se
basa en la extraccion de ADN en fase sélida/liquida; la silice es la sustancia soélida
gue se une al ADN durante la purificacion. Existen otros métodos como es el caso
de la extraccion de ADN utilizando resinas anionicas, o bien el método de extraccion
de ADN con perlas magnéticas (21, 22). Un proceso simplificado y confiable de
extraccion del ADN puede permitir el planteamiento del uso de ADN fetal y PCR en
tiempo real, como dos auxiliares importantes en el diagnostico fetal mas importante:
las cromosomopatias mas frecuentes en nuestra poblacion, como el Sindrome de
Down y el Sindrome de Edwards, asi como la oportunidad de diagnosticar de
manera confiable, rapida y menos costosa, el sexo fetal (18).

PCR en tiempo real para diagndéstico fetal

Se conoce como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a la técnica que
permite detectar y cuantificar cantidades pequefias de secuencias de &cidos
nucleicos. Entre las principales aplicaciones que tiene este tipo de tecnologia se
encuentran diagnéstico de patologia, clonacién de fragmentos de ADN especificos,
identificacion de genes en diagnostico y ciencia forense (21).

El principio de PCR se basa en la replicacion del ADN que consta en ciclos repetidos
de desnaturalizacion (Figura 1) del mismo, mediante la fusidon a una temperatura
elevada para pasar de ADN bicatenario a monocatenario. La hibridacién de dos
oligonucledtidos que son utilizados como cebadores para el ADN diana. Y
finalmente la extension de la cadena de ADN por adicion de nucleétidos de los
cebadores usando ADN polimerasa (23).
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Figura 1. Pasos generales de amplificacion por PCR (24). En donde ocurre la
desnaturalizacién de ADN, hibridacién y finalmente la extension.

El paso mas importante en una reaccion de PCR en tiempo real es la amplificacion
con indicadores fluorescentes (fluoréforos) para detectar genes especificos. La
deteccion de la amplificacion se realiza con un marcaje fluorescente y existen dos

tipos SYBR Green o sondas Tagman.

La Figura 2 describe de manera general los pasos de PCR en tiempo real de los
dos tipos de fluoréforos cumpliendo el mismo fundamento. La PCR en tiempo real
consiste en realizar varias rondas de PCR para amplificar y detectar los genes de
interés. Los productos se pueden detectar en "tiempo real" utilizando sondas SYBR-
green o Tagman, el andlisis resulta en una curva de amplificacion, traducida en el

namero de copias detectadas por fluorescencia.
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Real-time PCR
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SYBR green es un agente intercalante que emite fluorescencia cuando se ha unido
a ADN de doble cadena (25). En cambio, las sondas Tagman son sondas
especificas de un gen, unidas a moléculas informadoras y extintoras, la sonda se
une al ADN entre el cebador sentido y cebador antisentido, mientras que el indicador
y el extintor estan unidos a la sonda, el extintor absorbe la fluorescencia emitida por
el informador, pero al liberarse el informador al medio, se puede detectar la
fluorescencia. Al utilizar sondas Tagman se tiene la ventaja de que hay indicadores
de diferentes colores y por lo tanto se pueden combinar en diversos ensayos (26).
Como se observa en la Figura 2 la cantidad de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de producto de PCR, el momento en el que la fluorescencia alcanza un
umbral definido es relativo al nivel de expresion génica (23). Se hace referencia a
ciclo umbral o nimero de ciclos (Ct) a la fase exponencial de la PCR que es
inversamente proporcional al nimero de copias del blanco, entonces cuando sea

mayor el nimero de copias iniciales de los acidos nucleicos a amplificar se vera de
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manera pronta un aumento significativo en la fluorescencia y el valor obtenido de Ct

sera bajo (25).

Analisis de datos obtenidos de la amplificacion por PCR cuantitativa

Al realizar un andlisis cuantitativo, los datos se traducen en curvas de amplificacion,
la sensibilidad de éste estd determinada por el ciclo al cual la fluorescencia emitida
se incrementa por encima del ruido de fondo, el nimero de copias del templado

puede ser determinado a partir del nimero de ciclos (23) (Figura 3).

Amplification Plot
10

Fase exponencial
1
0.1
= 0.01 3
o Sl ___../_f
= 0.001 i =7
0.ooo1
0.00001
0.000001 T T T T T T T T T T : : . r : . . r : !
2 Ll & a 1a 12 14 16 13 o ) 24 .} 23 3a 1z = 3 3 40
Cycle

Se conoce como referencia pasiva al acido nucleico idéntico a la muestra que
estamos analizando, pero sin la secuencia que corresponde al templado, para tener

un control negativo fiable.

Las curvas de amplificacion constan de tres partes diferentes: 1) La fase inicial
donde no se puede medir la acumulacién del producto de PCR pues hay pocos
cambios en la sefial de fluorescencia, o que define la linea basal. 2) La fase
exponencial, donde la fluorescencia cambia a medida que se forman mas productos
3) La fase de meseta, donde no se distinguen cambios en la fluorescencia a pesar

de que se siguen acumulando productos (25).

Una PCR fue exitosa y es cuantitativa si cumple la caracteristica de mostrar rangos

dinamicos de la muestra y del control endégeno que deben ser similares, un método
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sensible para evaluar si esta regla se cumple es calcular el ACt para diferentes

diluciones de la muestra y del gen normalizador.

ACt = Ct (muestra)-Ct (normalizador), donde Ct (muestra) y Ct (normalizador) es el
ciclo al cual la muestra y el normalizador respectivamente, alcanzan el nivel umbral
de fluorescencia en el ensayo de PCR. El valor de ACt se realiza en diferentes
diluciones del templado y de la referencia, con el propdsito de determinar la
eficiencia de amplificacion (27).

Regiones génicas usadas para la determinacion de sexo fetal

Estas regiones se encuentran en el cromosoma Y y han sido ampliamente descritas
y utilizadas para la determinacion del sexo fetal. Cabe mencionar que existen
diversos genes que pueden ser utilizados para la determinacion de sexo, pero en
este trabajo se centra en los descritos a continuacién, con ventajas y desventajas

segun la técnica utilizada (Tabla 2).

Gen Ventajas Desventajas
-Se utiliza solo un par de -Para observar la diferencia
Amelogenina iniciadores para la deteccion de 6 pb entre los dos
de ambos cromosomas amplicones es necesario un
método de alta resolucion
-Dificultad para amplificar

AMELY a partir de WGA
-Fragmento grande, facilmente -Es un gen de copia Unica
SRY amplificable tomando como -Puede dar falsos negativos
molde inicial WGA por la falta de material
genético para amplificarlo
DYS14 -Multiples copias en el - Puede dar falsos positivos
cromosoma (aprox. 40 copias por contaminacién durante la
en cromosoma Y) extraccion

Tomada de (22).

SRY (region determinante del sexo-Y): es un gen de copia Unica que codifica para

un factor de transcripcion especifico de los testiculos que influye en el desarrollo
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sexual diferencial en los mamiferos y se encuentra localizado en el brazo corto del

cromosoma Y (8).

DYS14 (proteina especifica de testiculo ligada a Y): este gen esta involucrado en la
espermatogénesis. La region gendmica amplificable se localiza en el intrén 1 del
gen multicopia TSPY en el brazo corto del cromosoma Y; un solo cromosoma Y
contiene en promedio mas de 50 copias del gen TSPY, y cada copia contiene al
marcador DYS14, por lo que es mas facilmente amplificable adn en condiciones de
poca cantidad de ADN inicial debido a su gran cantidad de copias (28).

Amelogenina: Es una proteina producida por los ameloblastos que contribuye en la
organizacion de la estructura del esmalte durante el desarrollo dental, regula la
iniciacidén y crecimiento de los cristales de hidroxiapatita durante la mineralizacion
del esmalte dental, y ayuda a dirigir a las células que forman el cemento hacia la
superficie del diente. Es un gen de copia Unica, ubicado en el brazo corto de los
cromosomas sexuales X y Y. Si se amplifica el intron 1, en el cromosoma X el gen
(AMELX) da lugar a un producto de amplificacion de 106 pb, y en el cromosoma Y
el gen (AMELY) da lugar a un amplicén de 112 pb, de tal forma que el gen en el
cromosoma Y posee 6 pb mas que en el cromosoma X, por lo que puede ser usado
en la determinacion del sexo (29).

Ademas de las regiones génicas para la determinacién del sexo también se deben
considerar genes que funcionan como referencia para saber si realmente tenemos
ADN después de realizar la extraccion del mismo, los utilizados en este trabajo son
TTC3y RPL17.

TTC3 (gen del dominio de repeticion tetra péptido 3) es un gen que se encuentra
dentro de la region critica del sindrome de Down (SD) ya que puede conducir a 24
caracteristicas fenotipicas de SD, se encuentra en 21g22.2 (30). Su mecanismo de
control de calidad especifico se divide en tres funciones: 1. actia como cochaperona
para ayudar a las proteinas a plegarse correctamente; 2. actia como una ubiquitina
ligasa E3 (E3s) involucrada en procesos de degradacion de proteinas a traves del
sistema ubiquitina-proteasoma (UPS); y 3. eventualmente también puede causar

autofagia al afectar la funcién mitocondrial (30).
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RPL17 es un gen codificador de proteinas y se encuentra en el tejido testicular y se

dice que puede estar involucrado en la espermatogénesis (31).

Posible diagnéstico de trisomias en ADN fetal usando PCR

Dos anormalidades genéticas comunes y con alta prevalencia durante los
procedimientos de fecundacion in vitro (FIV) son la trisomia 21 (Sindrome de Down)
y la trisomia 18 (Sindrome de Edwards) (4). Para la trisomia 21, los métodos
actuales incluyen el analisis de la region critica del sindrome de Down, localizada
en el brazo largo del cromosoma 21, la cual contiene varios genes cuya duplicacion
esta directamente involucrada en caracteristicas fenotipicas del sindrome de Down,
como el gen TTC3 (Dominio Tetratricopéptido Repetido 3) el cual se expresa en
células neuronales, y se ha visto que su sobrexpresion en sindrome de Down esta
relacionada con el retraso mental en estos pacientes (30, 31). Recientemente la
amplificacion cuantitativa del gen TTC3 demostré que puede discriminar entre
sujetos con sindrome de Down y sujetos sanos. Este y algunos otros estudios
similares se centran en diagnostico prenatal y neonatal (31).

Para la trisomia 18, se ha examinado el gen RPL17 (proteina ribosomal 17),
localizado en el brazo “q” del cromosoma 18, el cual es un inhibidor del crecimiento
del musculo liso vascular (32), y su sobreexpresion en sindrome de Edwards podria
estar relacionada con los problemas cardiovasculares que presentan los pacientes
con esta condicion, sin embargo la asociacién entre RPL17 y la deteccion de
trisomia 18 aun no ha sido investigada. Eventualmente y con el desarrollo de
mejores reactivos y técnicas de PCR, es deseable analizar la posibilidad de poder
utilizarlos como parte del diagnéstico genético fetal. El reto técnico para resolver es
la cuantificaciébn del nimero de copias detectadas, considerando que en una

trisomia se detectaria una copia mas, pero también las copias maternas.
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Justificacion

Una forma de diagnosticar anomalias genéticas y conocer el sexo con menos
riesgos y que esta disponible en forma comercial es la utilizacion del ADN fetal
presente en sangre materna con el uso de secuenciacién masiva en paralelo; sin
embargo, esta es una prueba con costos elevados y que garantiza buenos
resultados soOlo después de la semana 13 de gestacion. Debido a que existe la
necesidad de conocer el sexo fetal de manera temprana (desde el primer trimestre
del embarazo) evitando el uso de técnicas invasivas, una tercera opcion que
disminuya o anule los riesgos implicitos en la amniocentesis y los costos elevados
del NIPT, ofreciendo una buena especificidad y sensibilidad de diagndstico desde
la semana 7 de embarazo, resulta atractiva y necesaria. En este trabajo
proponemos el uso de la PCR en tiempo real y el establecimiento de un sistema de
extraccion de ADN fetal circulante de costo accesible que permita la deteccién
especifica, sensible del sexo fetal detectando la presencia de los genes SRY y
DYS14, con costo razonable y en estadios tempranos del embarazo (semanas 7 a
12).

Pregunta de investigacion

¢, Se puede diagnosticar el sexo fetal de manera temprana (antes de semana 12),

efectiva, confiable y con un costo razonable?

Hipotesis
El sexo fetal puede ser detectado durante el primer trimestre de gestacion (entre la
semana 7 y 12) de manera no invasiva, con alta especificidad y sensibilidad, y sin

afectar el desarrollo fetal, estableciendo un sistema de amplificacion de ADN fetal

circulante en sangre materna.

Objetivo general

Establecer un sistema de diagndstico gendmico del sexo fetal utilizando el ADN fetal
circulante proveniente de plasma de sangre de mujeres embarazadas en el primer

trimestre de embarazo (de la semana 7 a la semana 12).
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Objetivos especificos

1. Estandarizar un sistema de extraccion de ADN fetal econdmico, confiable y
reproducible, basado en extraccion fenol-cloroformo y columnas de filtracién,
que permita la amplificacion de diversas regiones cromosémicas.

2. Con el ADN fetal circulante, estandarizar la amplificacion de las regiones
cromosomicas Unicas, TTC3 y RPL17 en los cromosomas 21 y 18,
respectivamente, usando PCR en tiempo real, para poner de manifiesto la
calidad y representatividad de diversas secuencias genomicas en la fraccion
de ADN circulante que proviene del plasma materno.

3. Con el ADN fetal circulante, estandarizar la deteccion del cromosoma Y a
través de la amplificacion de los genes SRY y DYS14 usando PCR en tiempo
real.

4. Determinar el sexo fetal (presencia de cromosoma Y) en muestras de ADN
circulante en embarazos de 7 a 16 semanas, Unicos y multiples y determinar
la efectividad de este método, comparando con los resultados de la deteccién

de genitales masculinos mediante ultrasonido.
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Materiales y métodos

Estrategia experimental

(semana 7 a 16)

155 muestras de plasma materno

Avance del embarazo

l

Extraccion de ADN libre circulante

Método Fenol:Cloroformo:isoamilico

l

Purificacion con kit ADN clean
concentrator (Promega)

and

l

Amplificacion mediante gPCR
de los genes

-TTC3

-RPL17

-SRY02

-DYS14

Identidad de los amplicones por
electroforesis capilar

\4

Determinacion de sexo fetal en
e Embarazos de 7 a 16
semanas
e Embarazos unicos
e Embarazos dobles

v

Determinacion de sexo por US
semana 14-16

Correlacién entre los
resultados moleculares y
los obtenidos por
ultrasonido para la
determinacién de sexo fetal
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Participantes en el estudio y aprobacién del comité de ética

Las muestras de este estudio provienen de pajeras interesadas en conocer el sexo
de su futuro bebé. Los criterios de inclusibn son: pacientes infértiles que se
sometieron a un tratamiento de reproduccién asistida en el Instituto Ingenes en la
Ciudad de México. Las pacientes fueron evaluadas clinicamente de acuerdo con un
protocolo estandarizado que incluye historial clinico familiar y personal. Asimismo,
se incluyeron muestras tomadas de voluntarias embarazadas de manera
espontanea, quienes llenaron un cuestionario con datos relevantes para el estudio.
En todos los casos las madres leyeron y firmaron el consentimiento informado (ver

anexo 1).

Los criterios de exclusion fueron mujeres que durante la gestacion sufrieron aborto
después de la toma de muestra, asi como mujeres que tuvieron reduccion
embrionaria o bien que hubieran recibido una transfusion sanguinea en el dltimo

ano antes del embarazo.

Se eliminaron todas aquellas muestras que tuvieron alguna falla técnica durante el
procedimiento de extraccion, muestras hemolizadas o que no contenian suficiente

suero para realizar el proceso.

La propuesta del presente proyecto de investigacion se sometio a revision por parte
del comité de Etica del Instituto Ingenes, en donde se expuso la estrategia
experimental a emplear y el formato de consentimiento informado que deberian

firmar las mujeres embrazadas que deseen conocer el sexo de su bebé.

Obtencién de la muestra

La muestra de sangre de cada mujer embarazada que participé en el estudio fue
colectada en 2 tubos BD Vacutainer® con EDTA K2 y centrifugados a 3500 rpm
durante 10 min. Posteriormente, se recuperé el plasma de los dos tubos
(aproximadamente 4 mL en total) y se pas6 a un microtubo de 5 mL, se volvio a
centrifugar bajo las mismas condiciones mencionadas con la finalidad de evitar
residuos sanguineos, se recupero el plasma y se transfirio a otro microtubo para

almacenarlo a -70° C hasta su procesamiento.
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Extraccion de ADN de plasma de sangre periférica

En tubos nuevos de 5 mL, se agregaron 2 mL de plasma y 2 mL de buffer de
extraccion (Tris 10 mM pH 8, EDTA 20 mM, SDS 0.5%), se mezclé la solucién por
inversion y se etiquetaron con el NHC de la paciente. En 8 microtubos de 1.5 mL se
repartieron 1 mL de la mezcla previamente realizada y 400 pL de fenol, en seguida
se mezcld por vortex durante 15 s aproximadamente y se incubd a 65°C a bafio
maria durante 5 min, luego los microtubos se centrifugaron a 15 000 g por 10 min
(todas las centrifugaciones se realizaron a 4°C), se recupero la fase acuosa en 8
microtubos nuevos etiquetados con el NHC. Posteriormente, se adicionaron 300 pL
de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se mezclé por vértex durante 15 s,
después se centrifugaron a 15 000 g por 10 min. Se recuperd la fase acuosa superior
y se coloco en 8 microtubos nuevos de 1.5 mL y se agregaron 500 pL de
cloroformo:isoamilico (24:1) y mezcl6 por vértex 15 s. Nuevamente se recupero la
fase acuosa y se coloco en 8 microtubos nuevos, se agregaron 50 uL de acetato de
sodio 3 My 800 uL de isopropanol frio, y se mezclaron por inversién, posteriormente

se dejaron incubando a -20°C toda la noche.

Al siguiente dia, los tubos fueron retirados del congelador y centrifugados a 14,000
g por 15 min, se decanto el sobrenadante y se agregaron 500 pL de etanol frio al
70%, se mezcl6 por vortex para que se desprendiera la pastilla, y se repitieron los
lavados con etanol al 70% dos veces mas bajo las mismas condiciones. Se decant6
el sobrenadante y se elimind el exceso de etanol con pipeta (teniendo cuidado de
no tocar el pellet formado en el fondo del tubo), se secd la pastilla a 55°C en el bafio
de calor seco durante 5 min aproximadamente y se agregaron 10 pL de H20
inyectable a cada uno de los tubos con la pastilla, y se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 10 min para que se hidratara. Finalmente, se juntaron todas las
muestras en un solo tubo (con un total de 80 uL de ADN) y se cuantificd por
absorbancia a 260/280 nm en el Nanodrop (Thermoscientific).

Para eliminar residuos organicos, se utilizé el kit ADN clean and concentrator (Zymo
Research, D4033) siguiendo las instrucciones sugeridas por el proveedor.
Brevemente, al tubo que contenia el ADN, se le agregaron 400 uL de buffer de
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union, se mezclo con vortex y la mezcla se paso a la columna de filtracion y ésta se
colocé sobre el tubo de recoleccion, la mezcla se centrifugd a 14 000 g por 30 s, se
eliminaron los residuos del tubo de recoleccidn y se volvié a colocar la columna, en
donde se afiadieron 200 pL de buffer de lavado y se centrifugo6 (14 000 g por 30 s),
se repitio el lavado y se volvié a centrifugar (14 000 g por 30 s). Se eliminaron los
residuos del tubo de recoleccion y se volvio a centrifugar (14 000 g por 30 s) para
eliminar los residuos de etanol. Se coloco la columna en un tubo nuevo y se
afnadieron 45 pL de buffer de elucion (previamente calentado a 60°C) dentro de la
columna, se dejo incubar por 1 min a temperatura ambiente y se centrifug6 (14 000
g por 30 s). La muestra fue re-eluida en el mismo tubo y por altimo, la cantidad de

ADN cuantificada utilizando el Nanodrop.

Amplificacion por PCR en tiempo real

Para realizar el andlisis de amplificacion que permite identificar el sexo, se
amplificaron las regiones gendmicas de dos genes determinantes del sexo (SRY y
DYS14) y de dos genes considerados como representativos de dos cromosomas
independientes (RPL17 y TTC3); las secuencias de los cebadores se muestran en

la Tabla 3; se ajustaron a una concentracion de 20 pmol/uL.

Gen Oligonucleétidos usados como Tamafio Referencia
iniciadores; secuencia (pb)
5-3’
SRY FW- 5 GCTGGGATACCAGTGGAAAA 3 247 (18)
RV- 5 TCTTGAGTGTGTGGCTTTCG 3’
DYS14 FW- 5 CATCCAGAGCGTCCCTGG & 147 (33)
RV- 5 TTCCCCTTTGTTCCCCAAA 3’
TTC3 FW- 5 GAATACTTTGATGATTGCCAACAG 3’ 141 (34)
RV- 5 TCACTAGAATACTGCTTCGAGAC 3’
RPL17 FW- 5 CCCCACTTAGATGTACATAGCC 3’ 236 (34)
RV- 5 TGGAGGACTTCAGCTTATTCTG 3
SRY02 SECUENCIA PROTEGIDA EN PROCESO DE 146 Disefio propio,
PATENTE

este trabajo
pb: pares de bases
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El material genético (ADN) fue amplificado por la técnica de gPCR con el kit SYBR®
FAST gPCR (ThermoFisher Scientific, 4385610) con las siguientes concentraciones

de reactivos y condiciones de termociclador (para la deteccion de todos los genes):

Reactivos

SYBR® FAST gPCR
Iniciador sentido
Iniciador anti sentido
ADN (templado)

H20 libre de nucleasas

Condiciones de termociclado

Concentracion

5 X

20 pM

20 pM

1 uL (alrededor de 3 nQg)

Hasta completar 10 uL de reaccion

Etapas Ciclos Condicién
Inicio 1 42°C - 5min 95°C — 5 min
Desnaturalizacién 30 95°C - 15 seg
Alineamiento Depende del cebador
°C - 30 seg*
Elongacién 72°C - 1 min (lectura)
Melting (fusién) 1 95° - 15 seg 60°C - 1min
95°C - 15seg
Holding 1 4° C =

SRY, TTC3 y RPL17 T° alineamiento fue de 58°C; para DYS14 fue de 62°C.

Electroforesis capilar

Para evaluar la calidad de nuestra amplificacion por PCR se realiz6 una
electroforesis capilar, primero atemperar los reactivos y el chip (Kit Reorder P/N
760435), se preparo el gel agregando 13 uL de DNA Dye Concentrate, agitando y
transfiriendo la mezcla a los filtros, centrifugar a 9200 rpm durante 5 min,
asegurando que todo el gel haya pasado por el filtro. Utilizando pipeteo inverso
agregar el gel y tinte a los pocillos del chip, una vez que tenemos listo el chip se
preparé la muestra de ADN (productos de PCR), el marcador de peso molecular y
el tampon. A un tubo nuevo se le agregaron 12 yL de marcador de peso molecular

de ADN a 108 pL del tampdn 1X. Los volumenes de muestra recomendados son 25
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ML para una placa de 384 pocillos 0 40 uL para una placa de 96 pocillos. Una vez
obtenida la mezcla se agregoé al chip y este se colocé en el equipo para iniciar el

analisis.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado utilizando el software SigmaPlot, analizando los
datos mediante una prueba dicotémica para determinar especificidad y sensibilidad
en las pruebas de determinacion de sexo, se utilizé para determinar el grado de

predictibilidad de la prueba.
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Resultados

La poblacion de estudio estuvo formada por pacientes que cumplieran los criterios
de inclusion propuestos; clasificando a las mujeres de acuerdo con su edad
gestacional al momento de la toma de la muestra. En este estudio la recoleccion de
muestras se llevé a cabo de enero 2020 a noviembre 2020. El rango de edades de
las pacientes participantes en este estudio fue amplio (23-53 afios) con un promedio
de 36 afos; las pacientes se distribuyen en los siguientes grupos: 20-29 7.74%; 30-
39 57.41%; 40-49 33.54%; 50 1.29% y un 48% de la poblacién de mas de 40 afios.
Del total de mujeres de este estudio, el 60.15% son primigestas, es decir que es su

primer embarazo.

El “estdndar de oro” para confirmacion del resultado fue el diagnéstico por
ultrasonido que se llevé a cabo en el 100% de las muestras después de la semana

16 de gestacion en todos los casos.

Estandarizacion de la amplificacién por PCR en tiempo real

Para estandarizar el proceso de amplificacion de los genes SRY y DYS14,
exclusivos del cromosoma Y y la amplificacion de los genes TTC3 y RPL17,
utilizados como controles de amplificacibn gendmica, se utilizo6 ADN gendmico
masculino y femenino como molde de amplificacién bajo las condiciones descritas

en materiales y métodos.

Para determinar la identidad de los amplicones producidos tras la qPCR, éstos se
analizaron mediante electroforesis capilar usando el sistema LABCHIP GX®, para
determinar que el amplicon generado correspondiera al tamafio tedrico, en pares de
bases, haciendo este analisis para cada uno de los genes. La electroforesis capilar
permite conocer la pureza del amplicon, la cual deberia ser de al menos un 85%
para ser considerada una pureza que indigue que la amplificacion mayoritaria en la
reaccion se da para el fragmento correcto (Tabla 4, ver mas adelante) y asi evitar
amplicones inespecificos. En la Figura 4 podemos observar que todos los
amplicones son del tamafio esperado. Para cada gen se muestra primero el

amplificado usando ADN gendmico femenino y enseguida el masculino.
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Observamos la amplificacién esperada de TTC3 y RPL17 tanto en ADN masculino
(Y) como en el ADN femenino (X). Es claro que solo el ADN gendmico masculino
fue amplificado en las regiones de los genes SRY y DYS14. Solo en los controles
masculinos se observan los amplificados de SRY02, SRY y DYS14, cuya presencia
es diagndstica del cromosoma Y. Hay algunas bandas inespecificas, pero como se
puede observar en la Figura 4, son amplificados que representan menos del 15%

de la amplificacion total y no demeritan la calidad de la amplificacién (Tabla 4).
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Figura 4. Electroforesis capilar de productos de PCR de muestras de ADN gendmico. Los
productos obtenidos tras la amplificacion de cada gen propuesto de muestra femenina (XX)
y otra masculina (XY), con el tamafio esperado en pares de bases (pb) indicado junto al
nombre de cada amplicon.

Se muestra primero el amplificado usando ADN femenino y enseguida el masculino.
Solo al usar ADN masculino se observan los amplificados SRY02, SRY y DYS14.
Para mostrar la consistencia en los resultados se ilustran dos amplificaciones

independientes.

Con la finalidad de conocer si realmente teniamos que realizar una limpieza extra
para tener un mejor resultado y conociendo que si teniamos las pares de bases

esperadas, se realiz6 una nueva corrida de electroforesis capilar poniendo e
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contraste una muestra haciendo solo la extraccion fenol:cloroformo:isoamilico y otra
con la misma extraccion mas la limpieza con el kit DNA cleaner (Figura 5), de los
productos de PCR obtenidos, encontrando que realmente tenemos un ADN mas

puro, todos los amplicones corresponden al tamafio esperado (pb).
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Figura 5. Resultado de electroforesis capilar de los productos de PCR. Comparacion de
métodos de purificacion del ADN molde. A) EI ADN fetal molde utilizado fue purificado con
fenol:cloroformo:isoamilico y con el kit ADN cleaner. B) EI ADN circulante fue extraido
Unicamente con fenol:cloroformo:isoamilico.

La Tabla 4 describe las caracteristicas de cada amplicdn obtenidas después de
hacer el andlisis por electroforesis capilar y la comparacion de los métodos de
purificacion del ADN circulante de plasma materno; este analisis reporta los valores
de purezay las concentraciones que se obtienen de cada amplicon cuando el molde
de ADN fue purificado por uno solo o por los dos métodos analizados. Puede
apreciarse que, al realizar una limpieza adicional después del método de extraccién

inicial, obtenemos una mejor pureza en la amplificaciéon de cada uno de los genes.
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Tabla 4. Comparacion de caracteristicas de productos de PCR observados mediante
electroforesis capilar, amplificando con ADN circulante como molde, extraido de 2
maneras.

Fenol:cloroformo:isoamilico Fenol:cloroformo:isoamilico
mas kit de limpieza (ADN cleaner)
Gen  Concentracion Pureza (%)  Concentracion Pureza (%)
(ng/uL) (ng/pL)
SRY02 1.45 68.18 1.06 84.44
TTC3 8.08 91.92 6.75 96.98
RPL17 7.65 96.15 6.88 100
SRY 0.42 19.86 1.18 96.08
DYS14 0.56 90.31 0.37 98.9

Es especialmente evidente para los dos amplicones que detectan la presencia de
SRY, por lo tanto, todas las extracciones de ADN materno circulante se llevaron a

cabo usando los dos métodos de purificacion.

Para poder utilizar la gPCR de manera diagnéstica en un analisis rutinario de
laboratorio, es necesario caracterizar las curvas de amplificacién de cada amplicon.
Estas curvas se muestran en la Figura 6, y puede notarse el pico claro y bien
definido que indica la temperatura de amplificacion (Tm) obtenida para cada
amplicon. De acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas y de secuencia, cada
amplicén debe mostrar Tms muy semejantes cuando se compara el valor teérico

esperado y el valor experimental.
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Figura 6. Curvas de amplificacién de los genes TTC3, RPL17. Amplificacion de los genes
en el ADN gendémico (A) y ADN libre en plasma materno (B) considerados como controles
enddgenos mediante gPCR. En cada caso el panel izquierdo muestra la curva de
amplificacion y el panel derecho la curva de fusion de ambos amplicones, asi como la
temperatura de fusion.

Una vez obtenida la estandarizacion de amplificacion de controles positivos con
genes endbgenos se procedié con la amplificacion de los genes del cromosoma Y
determinantes del sexo fetal. Para diagnosticar por medio de amplificacion o no
amplificacion la presencia del cromosoma Y en las muestras de ADN fetal, se realizd
la amplificacion de muestras control de dos mujeres embarazadas de un feto
masculino y un feto femenino (Figura 7) cuyo sexo fue corroborado por ecografia
(embarazo avanzado). En el panel izquierdo de la Figura 7, para cada amplicon se
observa una curva bien definida que indica el sexo masculino y en el caso del panel
derecho observamos que no hay una curva lo que indicaria que no hay presencia
del cromosoma Y dando como resultado un sexo femenino. Con esto determinamos
gue los sistemas de extraccion y de amplificacion son efectivos y podemos utilizar
el sistema para un diagnostico confiable, es decir la presencia del pico de
amplificacion en la temperatura correcta y con un CT menor a 30, es diagnéstico del

sexo masculino siempre y cuando tengamos la amplificacion de al menos dos de
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tres amplicones, ya que eso permitird tener un control de amplificacion con al menos

corroboraciéon de ausencia o presencia de cromosoma Y.
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Figura 7. Resultado de amplificaciéon por PCR de genes determinantes de sexo. Muestras
control de ADN extraido y purificado de dos muestras de mujeres embarazadas de un feto
masculino (A) y un feto femenino (B), considerando la curva de fusion.

El valor de ciclo umbral (CT) es el valor de fluorescencia umbral o "threshold", por
arriba del cual se considera que una reacciéon de PCR en tiempo real es positiva.
Este dato puede ser utilizado para valorar los niveles de expresion genética que
deben evaluarse en los oligonucleotidos disefiados como iniciadores y que se

usaran en la reaccion de gPCR: eficiencia de la amplificacion.

La diferencia en la temperatura de fusién (Tm) entre los amplicones, asi como la
formacion de estructuras secundarias en el producto de la amplificacion, reduce la
eficiencia de la amplificacion. La temperatura de fusion (Tm) de una secuencia de
ADN se refiere a la temperatura a la cual 50 % de las copias de esa secuencia
presentes en una reaccion se encuentra en forma monocatenaria y 50 % en forma
bicatenaria. La Tabla 5 muestra que los amplicones disefiados y utilizados en este
trabajo muestran Tm’s correctas, en el caso de los genes SRY y DYS14 la Tm
esperada es de 85° C. Para considerar una amplificacion buena, la Tm debe ser
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0.5° por debajo o por arriba de la Tm teodrica, lo que indica que corresponde al

producto esperado.

CT Tm tedrica Tm obtenida en la
Gen (°C) curva de fusion
(°C)
SRY02 30.5 83.0° 83.05°
TTC3 29.4 82.9° 82.25°
RPL17 25.5 78.0° 78.67°
SRY 28.5 85.0° 85.45°
DYS14 32.89 85.0° 85.54°

Analisis de correlacion entre los resultados de determinacion de sexo fetal
por gPCR y los resultados obtenidos por ultrasonido

Para determinar la eficiencia del sistema de diagndstico de sexo fetal en ADN fetal
circulante, se tomaron muestras de plasma de madres con embarazos que fueron
espontaneos, es decir no sometidas a procedimiento de reproduccién asistida; se
analizaron 10 casos con edades gestacionales entre 7 y 14 semanas. Los
resultados se muestran en la Tabla 6. Aunque la muestra es pequefia, todos los
casos presentaron coincidencia entre ambos métodos de deteccion del sexo.
Podemos decir que nuestro método es confiable para determinar sexo en
embarazos espontaneos, aunque seria deseable continuar colectando muestras de
sangre para obtener un numero considerable de muestras procesadas y ampliar
nuestra eficacia, hasta un total de 30 muestras por cada grupo de semana de

gestacion.
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Semanas de gestacion Total de muestras Coincidencia No coincide % eficiencia
US-molecular

14 0 mas 5 5 0 100

11a13 2 2 0 100

10 1 1 0 100

9 1 1 0 100

8 0 0 0 100

7 1 1 0 100
Total 10

Para determinar si el diagndstico del sexo fetal en muestras de plasma materno de
mujeres que fueron tratadas con FIV, obtenido a través de nuestro método de
amplificacion, genera el resultado del sexo correcto, se obtuvieron los resultados de
sexo mediante US en la semana 16 y se establecié la comparacion entre ambos
sistemas. En la Tabla 7 puede observarse que el sistema molecular de diagnéstico
genera el mismo resultado del sexo fetal entre las semanas gestacionales 10 y 14.
Para la semana 9, solo el 83.33% de las muestras mostraron el resultado
coincidente con US. Desafortunadamente, la eficiencia de deteccion del sexo fetal
correcto muestra una baja correlacién cuando el diagnéstico se hizo en las semanas
7 y 8. Si se considera de la semana 10 en adelante, la eficiencia global es del
95.36% Esto indica que solo es posible diagnosticar el sexo fetal con un grado
aceptable de certeza desde la semana 10 gestacional, es decir dentro del primer

trimestre de embarazo.
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Numero Numero de Muestras con Muestras % eficiencia

Semanas @ total de muestras resultado de sin
de muestras con ultrasonido en resultado
gestacioén amplificacion semana 16 de de US
correcta y gestacion
diagnéstica | Coincide No Porcentaje Eficiencia
coincide
14 0 méas 30 28 27 1 0 96.43 excelente
11a13 52 50 49 1 0 98.00 excelente
10 27 24 22 2 0 91.67 aceptable
9 19 18 15 3 0 83.33 Limite
aceptable para
diagnostico
8 16 16 11 5 0 68.75 no aceptable
7 11 11 7 4 0 63.63 no aceptable
Total 155 (todas las muestras analizadas en este estudio)

Para conocer cual era la eficiencia de nuestro método cuando se tiene la necesidad
de transportar las muestras desde otras localidades, se analizaron varios lotes de
muestras que se consideran foraneas, es decir que su recoleccion fue en
Guadalajara y transportadas a la Ciudad de México. Esto permitié evaluar el tiempo
de duracién de la sangre en los tubos de coleccion reportados en la seccion de
materiales y métodos y a su vez determinar la capacidad de procesamiento para
obtener ADN de calidad para amplificar, a pesar de que la muestra tuviera varios

dias de almacenamiento.

La eficiencia reportada para embarazos entre la semana 9y 14 es del 88.8% (Tabla
8) debido a que existe una no coincidencia en resultados en semana 9 de gestacion.
Considerando que el andlisis general de la coincidencia entre el sexo determinado
por el método molecular y el US se alcanza de manera satisfactoria solo desde la
semana 10 de gestacidon. Sin embargo, se requiere un mayor niumero de muestras
para conocer la eficiencia del método y poder corregir problemas técnicos de envio,
en caso de existir. Cabe destacar que el tiempo de translado y almacenamiento fue

de 5 dias para todas las muestras.
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Edad gestacional (semanas) Analizados Coincide No coincide %

con US con US eficiencia
14 o mas 0 0 0 0
11a13 1 1 0 100
10 6 6 0 100
9 1 0 1 0
8 1 1 0 100
7 0 0 0 0
Total 9
Eficiencia general 88.88%
Eficiencia semana 10 o mas 100%

Con la finalidad de determinar cual es la eficiencia que tenemos para poder
diagnosticar el sexo en embarazos multiples (Tabla 9), se analizaron muestras en
diferentes edades gestacionales. La eficiencia reportada general para estos
embarazos multiples fue de 90%, con 10 0 mas semanas de gestacion la eficiencia
es del 100%. Cabe mencionar que de 40 gestaciones consideradas gemelares, 6

de ellas sufrieron alguna pérdida de un feto.

Numero de Corroboracién semana 20
Edad gestacional muestras con embarazo multiple
(semanas) embarazo multiple = —
Un NuUmero de Dos Eficiencia

saco coincidencia Sacos
S entre sexo

14 0 mas 3 1 3 2 100
11a13 16 1 16 15 100
10 10 1 10 9 100
9 7 1 4 6 57.14
8 3 2 3 1 100
7 1 0 0 1 0
Total 40 6 36 34
Eficiencia general 90%
Eficiencia semana 100%
10 o mas
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Andlisis estadistico

Nuestro estudio resulta en una prueba dicotdmica, que clasifica a las muestras como
femenino y masculino en funcion del resultado reportado, es decir, ausencia o
presencia del cromosoma Y. Por lo tanto, podemos clasificar a nuestras muestras
en una tabla de 2 x 2 (Tabla 10).

Verdadero diagndstico

Resultados de la prueba Masculino (al Femenino (al
nacimiento o nacimiento o
ecografia) ecografia)
Masculino por PCR 80 9
No masculino (femenino por PCR) 7 59

En las filas se muestra el resultado de prueba diagndstica por PCR y en las columnas la prueba de referencia,
es decir el resultado por ultrasonido.

El resultado de la prueba molecular puede ser correcto (verdadero positivo y
verdadero negativo) o incorrecto (falso positivo y falso negativo), para calcular la

sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad permite clasificar a nuestras pacientes con un feto masculino, es
decir que su resultado sea positivo, ya que esto indica la capacidad que tiene

nuestra prueba de detectar el cromosoma Y.

VP

Sensibilidad = VP-I-—FN

Mientras que la especificidad de la prueba diagnostica se define como la
probabilidad de que el resultado de la prueba sea negativo, es decir un bebé
femenino, que representa la fraccion de verdaderos negativos y esta se estima con

la siguiente ecuacion.

VN

E e _
specificidad VN T FP
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Se obtuvieron los siguientes valores:

95 % I.C.

Limite inferior Limite superior

Sexo fetal correctamente 90.00% 83.51% 93.80%
iagnosticado

Sensibilidad 91.95% 83.60% 96.43%
Especificidad 87.00% 75.86% 93.40%
Valor predictivo positivo 90.00% 81.21% 94.98%
Valor predictivo negativo 89.39% 78.77% 95.27%

Los resultados de la Tabla 11 indican que en 90.0 % de los casos, se puede
diagnosticar correctamente el sexo fetal, con una sensibilidad del 91.95 % y una
especificidad de 88 %, es decir de manera confiable logramos detectar el

cromosoma Y en mas de 90 % de los casos.

El valor predictivo positivo indica la probabilidad de que el feto visualizado por
ultrasonido o al nacer sea masculino, si se obtiene un resultado positivo en la
prueba. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a partir de la
proporcién de pacientes con un resultado positivo en la prueba. En este estudio el
valor es de 90 %. Y el valor predictivo negativo indica la posibilidad de diagnosticar

fetos femeninos.

Establecimiento de un servicio de diagndstico molecular del sexo fetal a partir
de la semana 10 del embarazo

Considerando que el diagnéstico del sexo fetal presentado en este trabajo tiene un
porcentaje muy alto de efectividad, se propuso el uso de esta prueba con fines de
diagnéstico de la semana 10 en adelante. Se llevé a cabo el disefio inicial de los
materiales de capacitaciéon para personal médico y de uso en comunicaciones
internas, de Ingenes, que contienen y describen las caracteristicas del sistema

diagnostico. A continuacion de describe esta propuesta para su uso comercial.
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Nombre del Servicio: PRENATA (Diagndstico Genomico Fetal para la determinacion

del sexo durante el primer trimestre de gestacion)

Qué es: Es una técnica de biologia molecular no invasiva que permitira conocer el
sexo del futuro bebé a partir de la semana 10 de gestacion. (Normalmente mediante
ultrasonido, el médico Ginecobstetra puede conocer o predecir el sexo del bebé en

la semana 16).

e Parallevar a cabo la técnica PRENATA, partimos de una muestra de sangre
periférica materna y utilizamos marcadores genéticos localizados
especificamente en el cromosoma Y para determinar asi el sexo. La
presencia del cromosoma Y indicara si el bebé es nifio, y la ausencia que es
nifia.

e Esta es una técnica desarrollada 100% por el Laboratorio de Investigacion y
Diagnostico Molecular Ingenes que complementa a los tratamientos de
reproduccion asistida en nuestro Instituto.

e Este analisis es una herramienta de biologia molecular que Ingenes pone a
disposicion de sus pacientes para determinar el sexo del bebé en una etapa

temprana de gestacion con 95% de certeza en el diagndstico.
A quién va dirigido
Mujeres embarazadas que lograron la concepcion de forma espontanea o por medio
de un tratamiento de reproduccion asistida (baja y alta complejidad).

Coémo se hace el estudio:

Una vez que es confirmado el embarazo al detectar por ultrasonido el saco
gestacional con latido, la paciente es apta para la prueba de diagndstico de sexo
fetal. Cuando la paciente haya cumplido al menos 10 semanas de gestacion, se
toma muestra de sangre 6 mL recolectados en dos tubos con EDTA — agente
anticoagulante - que es utilizada para la extraccion y purificacién de ADN fetal libre

de células.
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Posteriormente se realiza el andlisis detectando los marcadores localizados en el
cromosoma Y que permitirdn conocer el sexo del bebé. La presencia del cromosoma

Y indicard si el bebé es nifio, y la ausencia que es nifia.
Como se reporta el RESULTADO de la prueba:

Ver anexo dos: Formato para reporte de resultados.
CONSIDERACIONES importantes

¢ No existe un rango de edad que limite la realizacién de la prueba

e Se puede realizar esta prueba en embarazos multiples en donde Unicamente
somos capaces de determinar si los bebés son nifias o al menos hay un nifio.

e Es necesario reportar cuando se realiza una reduccién embrionaria o la
presencia de un gemelo evanescente (que se perdid en el embarazo) ya que
esto puede alterar los resultados de la prueba (presencia de falsos positivos
porque los resultados pueden indicar la presencia de material genético
del(los) fetos perdidos)

e Excepcionalmente puede ocurrir que el material genético de la muestra no
pueda ser leido, debido a fallos en alguna fase del procedimiento (obtencién
de la muestra, extraccion y purificacién o amplificacion); esta incidencia es
muy poco comun (menos del 1% de los casos).

e Excepcionalmente puede ocurrir que embarazos previos de bebé del sexo
masculino generen la presencia de falsos positivos que limiten la eficiencia

de la prueba.

Esta prueba es una técnica unicamente de diagndstico de sexo fetal y no determina
ningun tipo de anormalidad cromosomica (trisomias 0 monosomias) ni
enfermedades genéticas. En caso de indicacion médica, la paciente debe realizarse
pruebas de diagndstico prenatal mas especializadas como amniocentesis o biopsia

de corion.
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Discusion

En este trabajo logramos estandarizar la extraccion de ADN fetal y la amplificacion
del cromosoma Y para diagnosticar el sexo fetal con una técnica reproducible, de
costo aceptable para la poblacion mexicana, cuyo resultado se puede obtener en
48-72 h. En el 90% de los casos fuimos capaces de dar un diagndstico certero en
la determinaciéon de sexo fetal comparado con el sexo dado por la ecografia o su
verificacion al nacimiento. Al determinar la sensibilidad y especificidad, confirmamos
que nuestro método es confiable. Tenemos seguridad en los resultados porque los
valores predictivos indican que cuando diagnosticamos masculino el 91.95% seran

masculinos, mientras que el negativo es 87% para el diagnéstico femenino.

Para generar un método de extraccion factible y de costo razonable, utilizamos
fenol-cloroformo-isoamilico (PCI). El primer paso para la extraccion es la lisis celular
en la cual se utiliza un tampon en el que el Tris se encarga de mantener el pH de la
solucion, ademas de interactuar con los lipopolisacaridos de la membrana celular y
ayudar en la lisis (23). EI EDTA es un quelante utilizado para bloquear la actividad
de la ADNasa. El SDS es un detergente que se encarga de romper la membrana
celular, provocando la desnaturalizacion del ADN cromosOmico y altera la
conformacién de una proteina, que pierde su estructura y se desestabiliza (25). La
mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico elimina las proteinas. Cuando se realiza
una centrifugacién después de la adicioén de estos compuestos, y recuperar la fase
acuosa, el &cido nucleico recolectado se precipita con la ayuda de alcohol isoamilico
frio (23) y dentro de esta fraccién tenemos el ADN circulante pequefio del plasma
sanguineo, formado por fragmentos degradados, liberados al plasma, el cual
proviene de apoptosis o necrosis de células nucleadas normales del organismo,
principalmente células hematopoyéticas y el ADN que proviene del feto y circula en
el torrente sanguineo de la madre (7). Se ha encontrado que el tamafio de los
fragmentos del ADN fetal libre es considerablemente mas corto (<200 pb) que el de
origen materno, por lo que no se necesita mas fragmentacion del ADN extraido del

plasma para poderlo amplificar eficientemente (35).
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Al inicio de este estudio, se empleé como referencia una muestra de sangre de una
mujer embarazada con un feto masculino y otra de un feto femenino, dichos sexos
fetales fueron comprobados por ultrasonido. Se sabe que realmente hay ADN
circulante debido a que en el control masculino existen secuencias de cromosoma
Y los cuales fueron detectados durante el andlisis. Si en la extraccion existe ADN
fetal circulante dentro del global de ADN fetal y materno (9), el de origen fetal sera
reconocido por los oligonucleétidos que amplifican secuencias presentes en el
cromosoma masculino. La manera de conocer que tenemos presencia de ADN fetal
es a través de la amplificacion por PCR en tiempo real de la muestra con
marcadores especificos del cromosoma Y, en este caso SRY y DYS14, indicativo
de la presencia del cromosoma Y en muestras con feto masculino, que daria pauta
para saber que tenemos ADN fetal. Una posible limitacién de este sistema se da en
el caso de muestras con ADN fetal de sexo femenino ya que no hacemos una

deteccién especifica de este ADN.

Con el método propuesto ampliamos el potencial de obtener resultados mas
tempranos, es decir completamente en el primer trimestre, sin la necesidad de
multiples extracciones de sangre, y puede resultar en la disminucion de los
procedimientos de diagndstico invasivos, que estan asociados con un riesgo de
pérdida del embarazo (36). Cuando se realiza secuenciacién para la determinacion
de sexo, la muestra no es suficientemente buena antes de la semana 13 y es
frecuente que se requieran diversas tomas y lecturas, lo que aumenta los costos de
manera significativa (37). Nuestro método es confiable y se puede considerar tener
un costo accesible debido a la simplicidad del método de extraccion y amplificacion,
comparativamente con otras pruebas diagnosticas como es el caso de los NIPT.

En este estudio determinamos que el diagndstico del sexo fetal en las semanas 7 a
8 de embarazo no es suficientemente efectivo para satisfacer las necesidades de
las pacientes. ElI ADN fetal en sangre materna aumenta conforme avanza la edad
gestacional (38) y esto se debe tener en cuenta al momento de realizar la extraccion,
ya que en semanas tempanas del embarazo, como son la 7 y 8, hay un 65% de

casos en los que podemos detectar el cromosoma Y, mientras que en un 35% de
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los casos es tan escaso el ADN fetal que no podemos ver claramente la
amplificacion de los dos genes, DYS14 y SRY. Si bien es cierto que el método
descrito en este trabajo depende de una buena toma de muestra (suficiente plasma)
para que en el proceso de extraccion se logre obtener suficiente cantidad de ADN
fetal amplificable (se requieren entre 3 y 10 ng/mL de ADN fetal purificado para una
buena amplificacidn), especialmente cuando se trata de un gen de copia Unica como
SRY (39). Para contrarrestar este problema, nuestro método para asignar la
presencia del cromosoma Y depende de que se puedan amplificar y detectar
claramente 2 de 3 amplicones; uno de ellos debe ser SRY o DYS14. A pesar de
este esfuerzo, en la tabla 7 se puede ver que 4 muestras de semana 7 no pudieron
ser diagnosticadas correctamente (son las no coincidencias). Una alternativa futura
puede ser un enriquecimiento de ADN fetal que puede ser posible adicionando
formaldehido al plasma; este quimico estabiliza a las células e inhibe la liberacion

de ADN, con lo que se reduce la presencia de ADN materno (36).

No hay un rango de edad limitante para las mujeres que deseen conocer el sexo de
su futuro bebé, debido a que no se ha reportado que exista alguna condicion que
pueda interferir en la determinacion del sexo, sélo se puede asociar el factor edad
con un riesgo a aneuploidias cromosomicas; Lewis y col. (4) describen que existe
un rendimiento deficiente cuando existe una edad avanzada materna en la
determinacion del sexo, pero en este estudio no observamos este fenémeno, aun

considerando que un 48% de la poblacion analizada fue de mas de 40 afios.

Esta prueba de diagnostico de sexo fetal se aplic6 en embarazos multiples donde
Unicamente somos capaces de determinar si los bebés son nifias o al menos hay
un nifio. En la determinacién de sexo fetal por PCR en tiempo real se realiza un
recuento de lecturas referentes al cromosoma Y, en donde se ha demostrado la
presencia de éste. Villela y col. describen que existe un mejor rendimiento de
deteccibn en embarazos Unicos comparado con gestaciones multiples. La
incidencia de gemelos monocigoticos es de aproximadamente 3-5 por 1000
nacimientos, la tasa de gemelos dicig6ticos varia con la edad materna, la gravidez,

el origen étnico, los antecedentes familiares y el uso de técnicas de reproduccion
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asistida (40). La proporcion relativa de ADN fetal por gemelo podria ser diferente, lo
gue podria conducir a un resultado erroneo en la determinacion de ambos sexos o
aneuploidia porque uno de los gemelos podria contribuir a una fraccion fetal
insatisfactoria (40). Se debe tomar en cuenta que, aunque la determinacién de sexo
por PCR es factible, la precisién de esta dependera de la proporcion de ADN fetal

libre que circula en el plasma materno, es decir la cantidad de ADN extraido.

De acuerdo con la literatura y nuestra experiencia, podemos decir que
desarrollamos una técnica que permite determinar el sexo fetal en embarazos
multiples (ver Tabla 9), pero solo se reportan fetos femeninos cuando en el ADN no
se observa presencia de cromosoma Y y un feto masculino cuando existe
amplificacion en cromosoma Y. Obtuvimos una sensibilidad de 72.2% y una
especificidad de 78.57% para los casos de embarazos gemelares. Se eligieron SRY
y DYS14 debido a que nunca sera detectado en mujeres que no se encuentren
embarazadas, pero sera detectable en todas las mujeres embarazadas que tengan
un feto masculino, desde la semana 7 de gestacion. Lo y col. no detectaron ninguna
evidencia de SRY cuando un hijo anterior habia sido varén, pero el feto actual era
mujer (40). Pero se debe tener en consideracion el embarazo previo, sobre todo
cuando el feto resultd masculino; de la misma forma cuando la futura madre haya
recibido una transfusion sanguinea o bien ante una reducciéon embrionaria, con la
finalidad de que, al dar a conocer el resultado, no existan variables que generen
falsos positivos. Cabe mencionar que el reporte corresponde solo a un feto
masculino porque se sabe que el ADN fetal es de origen placentario, proveniente
de los trofoblastos apoptoéticos, y la representacion de la fraccién fetal podria verse
afectada dependiendo de si los gemelos comparten la misma bolsa placentaria o
no. Villelay col. reportaron que debido a regiones homologas entre los cromosomas
X'y Y, las lecturas de embarazos masculinos se asocian sistematicamente al

cromosoma'y.

Excepcionalmente puede ocurrir que embarazos previos de bebé del sexo
masculino generen la presencia de falsos positivos que limiten la eficiencia de la

prueba. Una reduccion embrionaria es la intervencion quirdrgica realizada al tener
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de dos a tres fetos en el Utero y es la eliminacién de uno de ellos cuando existe
algun riesgo para la supervivencia de los demas (41). Es necesario conocer cuando
se realiza una reduccion embrionaria 0 si hubo la presencia de un gemelo
evanescente (que se perdié en el embarazo) ya que esto puede generar falsos
positivos porque el método es suficientemente sensible para que los resultados
puedan indicar la presencia de material genético del cromosoma Y del o los fetos
perdidos. Ademas, las células fetales circulan en la sangre de mujeres
embarazadas: cuando se tiene una gestaciéon normal dichas células se encuentran
en baja cantidad, pero cuando existe un riesgo de aborto durante el embarazo, éstas
aumentan. En el contexto del estudio de células fetales en sangre materna, se
descubrié que también se podian detectar células progenitoras fetales originadas
en un embarazo anterior. Esto llevd a la apreciacion de que, a diferencia del ADN
fetal en plasma, que se elimina casi inmediatamente después del parto, las células

fetales persisten durante décadas después del parto (42).

Invernizzi y col. (2002) describieron que prevalece el ADN fetal en sangre materna
después del parto, lo cual se conoce como microquimerismo fetal que hace
referencia a la presencia de células fetales en tejido materno, es decir, coexistencia
de dos poblaciones celulares diferentes originadas en dos individuos genéticamente
distintos pero presentes en un mismo individuo, en este caso la madre (43). En
sangre materna la presencia de células fetales circulantes de un embarazo anterior
es una fuente de error en el diagndstico fetal, asi como la persistencia de células
semi-alogénicas se dice que es probable que tenga implicaciones biolégicas y
patolégicas a largo plazo. Ademas del ADN derivado del feto en mujeres
embarazadas, también se ha demostrado que el material genético libre de células,
como el ADN de tejidos neoplasicos o agentes infecciosos, puede circular en la
sangre humana. Invernizzi y col (2002) en su estudio realizaron amplificaciones de
secuencias del cromosoma Y de diferentes muestras maternas de mujeres afios
después de haber tenido hijos y encontraron ADN fetal masculino libre de células
en el plasma materno del 22% de las mujeres sanas, hasta por varias décadas
después de momento del parto (43). En 1997 Loy col. describieron por primera vez

la presencia de ADN fetal y concluyeron que este desaparecia de manera rapida los
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primeros dias después del parto (9). Sin embargo, estos dos estudios no pueden
ser comparados debido a que la toma de muestras se hace en diferentes tiempos
después de concluir la gestacion. Lo importante es tener precaucion y toda la

informacion pertinente al realizar el diagnostico.

Se sabe que los protocolos de NIPT tienen un porcentaje de falsos positivos del 1%
debido principalmente a variantes en el numero de copias de la madre, mosaicos
fetales o la desaparicién de un gemelo (tasa de gemelos evanescentes del 0.42 a
0.6%) (44). La edad gestacional al momento de un aborto y la persistencia del tejido
fetal pueden influir en la fraccién fetal del ADN circulante atribuible al gemelo
fallecido y durante cuanto tiempo es detectable mediante pruebas convencionales
(44). También influye el aumento de ADN fetal libre en el plasma materno desde los
citotrofoblastos necréticos, que pueden permanecer en la sangre y plasma al menos
15 semanas después de la muerte fetal (45). Por lo tanto, para este andlisis existe

la posibilidad de resultados discordantes.

En la tabla 10 se reportaron 40 embarazos multiples y una eficiencia del 92.5 %
para la deteccidn correcta, por lo tanto, el presente método permite determinar el
sexo si alguno de los dos fetos es vardn, aun en presencia de una gestaciéon doble,
siempre y cuando reportemos exclusivamente la posibilidad de un masculino o fetos
gemelares femeninos en caso de que no se detecte la presencia del cromosoma Y.
Tomaiuolo y col. (2007) describen que el ADN de células fetales puede persistir en
la circulacion materna de un embarazo al siguiente, con lo que se dificulta obtener

un resultado exitoso en el diagndstico fetal (46).

Cuando existe una enfermedad genética ligada al sexo (cromosoma X) este analisis
en sangre materna puede ayudar en toma de decisiones de manera muy temprana.
Si el feto resulta femenino se considera que no sufrira la enfermedad, pero si el
resultado es un feto masculino existe una probabilidad del 50% que la desarrolle.
Cuando existe duda se debe recurrir a una prueba invasiva para descartar
problemas genéticos en el feto. La tabla 12 resume las ventajas y limitaciones del
meétodo descrito en este trabajo.
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Sexo fetal en plasma materno

Ventajas

Limitaciones

Método no invasivo sin afectacion del
feto al ser un andlisis de sangre
periférica materna.

No se puede determinar que fraccion
de ADN extraido pertenece al feto.

Es posible realizar el diagnéstico en
mujeres que realizan un tratamiento de
fecundacion in vitro o embarazo
espontaneo.

Para evitar contaminacion, solo se
puede realizar el proceso de
extraccion y analisis de 3 pacientes a
la vez.

Los resultados pueden darse a conocer
en menos de 5 dias, tiempo corto
comparado con métodos como
secuenciacion, que toman semanas.

La metodologia debe realizarse en
dos dias continuos para garantizar la
calidad del resultado (procesamiento
continuo).

Al existir presencia de ADN fetal en
sangre materna desde la semana 7 de
gestacion y con la sensibilidad de la
técnica de PCR, el diagnéstico se
considera confiable desde la semana 9.

El resultado puede ser incorrecto
cuando existe una reduccion
embrionaria, ya que puede perdurar
ADN fetal libre del feto extraido.

La cantidad de ADN libre del feto
aumenta a medida que avanza la
gestacion, por lo que la confiabilidad del
diagnéstico es mayor cuanto mayor sea
la edad gestacional.

Se sabe que cuando el IMC materno
es mayor, el ADN fetal sera menor,
debido a que hay mayor dilucion del
volumen plasméatico materno.

La sangre materna puede ser
trasladada a temperatura ambiente sin
existir afectaciones en el diagnadstico.

Cuando existe sangre hemolizada no
es posible dar un diagnéstico y se
requiere una segunda toma de
muestra. La calidad de la muestra se
puede ver afectada por mal
almacenamiento ya que la
degradacion de glébulos blancos de la
sangre materna aumenta y disminuye
la fraccién del ADN fetal libre.

Este analisis no permite discriminar
entre gestaciones con multiples fetos.

Este trabajo abre otra posibilidad muy importante: el uso de ADN fetal circulante
para diagnoéstico especifico, rapido y de costo menor de Sindrome de Down y
Sindrome de Patau, los mas frecuentes en poblacion mexicana (31). El sindrome
de Down es la causa genética mas frecuente de retraso mental que ocurre en los

recién nacidos, resultado de la presencia de tres copias del cromosoma 21 (trisomia
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21) (47). Si se quisiera realizar la amplificacion de TTC3 y RPL17 para el diagndstico
de estos sindromes, se debe considerar que eldominio de repeticion
tetratricopéptido humano 3 (TTC3) es un gen en el cromosoma 21q22.2 de la region
critica del sindrome de Down (48). Para la determinacién de trisomias 18 y 21, se
podria utilizar el método de dosis génica que consiste en restar los Cts de dos genes
(gen problema-gen de referencia) y la diferencia (ACt), generando un valor que
permita discriminar entre las muestras con alteraciones y las muestras normales
(49).

Conclusiones

Se describid y validé un sistema de deteccion del sexo fetal tras la extraccion de
ADN pequeiio circulante a partir de plasma materno, al amplificar dos genes del
cromosoma Y, que fueron detectables a partir de la semana 7 de gestacion. Es
posible realizar un diagnostico genético prenatal en ADN fetal libre en plasma

materno, mediante técnicas de PCR en tiempo real, y de bajo costo.
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Anexos

Anexo 1

Consentimiento informado

INSTITUTO DE INFERTILIDAD ¥ GENETICA MEXICO 5. C.

INGENMNES INSTITUTO

Ingenas

NHC:
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
DIAGNOSTICO DEL SEXO FETAL
Maosoiroslos abajo frrmantes de este corsentimienio y desde ahora denominodos PACIEMTES nosidentificormos coma:

Sra.: de. ofics de edod
[Hombne 5], Apeico Potemo y Apsio Molems O i FACIENTE]

Con domiciio en:

Cale Mamere, Coleria, Cedod o Edode)

Teléfono: | ] Comea:

Lada| edtone

Identificocian: Mo

&r.; de, afios de edod
(Mot (5], APSBIn POWENO y ADSEIG MANsn o 08 PACENTE]

Con domiciio en:

[Ciale, bidmess, Coloria, Cludod o Esiode)

Teléfono: | ) Comea:

o] e

Identificackdn: Mo

Con edle documento cerifico gue he sido informoda de los altemofivas de tratomiento gque me hon sido expuestos por

Dirfa)..

|Mamiben [51, Apeiics Folemns ¢ Apeiido wahemc del didico Trolonfe, Bepressedonie ce FGEMES)

Condemicilioen;_Comeiera kMésic o-Toluco Mo, 5420 Piso SCol. Bl Yagui

T, MO, © chons, Chaod o Esdis]

Cédula Profesonal Ma; Cédula Especialdod Ha:

Mo ha sido exdplicoda o posinlidod de realizor &l Diagndatico de exo fetal dal bebd que 18 ganas como Consacuancia del fratamienta de
eproduccidn AsEida gue 8 lleve a caba.

k LEn qué consiste?
El Diogndstico de sexo fetal @s una Mcnica de diogndstico registraoda por IMGENES que comnsiste en conocer 8l sexo del bebé vna ver que 8 logrd &
ambarazo, oon ka venhajo de que eshe dogndsico pueds sar levwodo a cabo a partir de ko semang T oe gestacion, Lo Ecnico dé dalemminocion
oe sexo fetal a3 el resulfods de:
1) Embarazo logrado medonie un Trolomienio de reproduccién caislido de olfo complejidad o un emboroeo logrodo medianie concepcidn naurd
2)La obtencidn de sangre materna
3)El andlsis de DA fetal libre en muasta de plasma matemno mediante técricas de diogndstico molecular con o3 cucies se puede
identificar antre un feto de sexo masculing ¥ uno de sexo lemening

I, dCudndo eand indicsdo?
Las Indicackones mas recuentes son:
= Cuondo los podnes desean sobar con anficipockan el sexo de w babé (o partr de la semana 7 de gestacidn), &3 decr, antes de que
puedo ser deieciodo mediante uinasonogrofio (semonas | 4-14 de gestackn|

Enm nuestro caso partieular sste procedimiento permithrd determings el seno del Tuturo bebé

., Beneficios

B Diagndsiico de sexc lebal estd desarcilodo para analzar el DHA fetal ibre en plasma matems con la suficiente eficiencio para detecior minimas
confidodes de moklculas de DA fetal gue 38 encusninaon an &l plasma mabemo. Ademds, fodo el proceso e realzo en NGENES bajo un sktema
estandarizado de ampificacian

Firma Médico:

Frma B PACIENTE:

Frma LaPACIBNTE

55



Firma Médico:

firma B PACIBNTE:

Ao loPACENTE

gendmica, por o que el resuitado esta listo tres dios después de la toma de muesira, con una gran especificidod y confiabiided.

Procedimiento

Lo técnica da DIAGNOSTICO DE SEXO FETAL consiste en cuatro fases: || Embarczn logrodo con flecuencia cardioca dateciada, 2] Obtencidn de muesira
de sangre materna, 3) Exoccidn de DNA de plosma y 4) Andlisis de sexo fetal.

V.

1) Embarazo logrado con frecuencia cardiaca detectada

Para realizor el DIWGNOSTICO DE SEXO FETAL se necesita primero haber logrado un embrazo, yo sea mediante técnicos de reproduccin
ossfida de alta complejdod o medante concepcion notuwal, una vez que pueda ser defectoda lo presencia de un solo saco
gestacional con lafido, la pociente es apto para la prueba de diogndstico de sexo.

2) Obtencién de muestra de sangre materna

Cuando ka paciente haya cumplida minimo 7 semanas de gestacidn &s citada ol Instituto para una toma de muestra de sangre, lo foma de
muestra consiste en obtener mediante venopuncidn, una muestra de émi de songre que serd coleciada en dos fubos con EDTA.
etiquetados y enviados ol laberatono de investigacian.

3) Extraccidn de DNA de plasma

Tras cofener la muesirg, se incia lo exdroccion d2 DNA lore en plasma malemo, este procedimiento dura 2 dias en complelane, postenomente e reoko
ung puiicaciin de DNA y 58 proceds o andliss de sexo.

4) Seleccién de los embriones

B andlsis de sexo se realza medionte lo mpiementacion de técnicas de biclogio molecular, se onalizon marcodores del cromosoma Y
cwya amplificocidn indica lo presencic de DNA fetal y por consiguiente un bebé del sexo masculino, lo no ampificacién de estos
marcodores ndcan ka presencio de un bebé de sexo femenino.

Hemos podido establecer un sistema que diognastica el sexo delbebé con una especificidod del 95%. es decr que enlo mayeria de los coss el sexo

delbebé es determinodo comeclomente y comesponde ol sexo determinodo medante uitrasonogrofia,

.

Riesgos y limitaciones

s imposibildod de reolzor ko deteccién de sexo en embarazos miltiples ya que lo técnica no puede dierencior entre DNAs de individuos
diferentes,

*  Pueds ocum, excepcionaimente, que no pueda ser leido el materal genético de ko muestra, ni sus marcoderes de dentificacian del
%0, debido a que, puede haber fallos en alguna parte del procedimiento (desde cblencidn de la muestro, extraccidn y purificacion o
amplficacidn), esta ncidencio &s muy poco comn (suceds en mends del 1% de los casos).

s lapueba de deteccion de sexo es una fécnica Unicamente de diogndstico de sexo fetal, no determing ningdn fipo de anarmalidod
cromosdmica (isomias o moncsomias) ni enfermedades genélicos,

En caso de ser necesaro (por indicacién médica), lo paciente debe realkarse pruebos de diognésico prenatdl, amniocenteds o
biopsia de condn.

VIl Informacién econdmica
B costo total de la técnica de DETERMINACION DE SEXO FETAL no genera costo durants la fase Inicial de este estudo ploto.

VIl Aspectos particulares sobre el procedimiento de DETERMINACION DE SEXO FETAL

b)

¢
d

Que ka pareja o mujer sola, hayan sido figurosamenia informaden sobre bos procedmientos, investigaciones diagndsticas, posiblidodes y
nesgos de lo teropéutica propuesta y los hoyan aceptodo previomente.

Que se frate de enfermedades con un dlogndstico muy precso, de prondstico grave o muy grove, y cuando ofrezcan garontias, of menos
rozenables, de la mejoria o solucidn del problema.

Que se dispongo de una lista de enfermedades en las que la termpéutica sea podbie con criteros estrictamente clentificos.

Que no se influya en los carocteres hereditaros no patoldgicoes.

IX,  Alternativas a la técnica de DETERMINACION DE SEXO FETAL

¢ Diognéstico prenatal no invasivo para deteccién de aneuploidios.

¢ Diognéstico prenatal invasivo
*  Ulasonogrofio en edades gestocioncles mas tardias

X, Disponibilidad de volver a preguntar

A

Los PACIENTES fienen derecho o recibir respuasia a cualquier pregunia y aclaracion o cudiquier duda acerca del procedimiento, fesgos. beneficios y

. U U SRS

Frma médico:

fimma BIPACENTE

Frmo Lo PACIENTE:
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XI.  Posibilidad de modificar o retirar el consentimiento otorgado
Lafrma de este documento no compromete alos PACENTES de forma definifiva, son fotalmente ibres derefiror su corsentimiento por cualquier motivo,
para ko cud deberd informaro de manera formal y anticipada ol Médico Trafante.

Xil.  Confidencialidad
Aseguramos mantener la confidencialdad de i informocian que proporcione o INGENES, cuidando en fodo momento su idenfidad y respetondo su
privacidad.

XL Aspectos éticos de la Investigacion

Con &l compromiso constante de INGENES en la generocion de nuevas y mejores opciones de frafamiento para nuestras pacientes, es posbie que se
utiice lo informacién generade de la técrica eplicada pom fines de nvestigocin documentd refrespectiva sin infervencién o modificocién infencionada
en los vanables bioldgicas o para estudios prospectives con la posbilidod de modificar lo técnica ulilzada buscando ko implementocian de nuevas
técnicas vanguardistas, asi como de mejoror losresultados,
Considerando que:
o] Baojo nnguno crcurstancia se reclizardn procedimientos o meddas sin beneficio terapéutico, ni se pondrd en fesgo mayor ol exstente a la
muler, embrién o fefo.
b) Enninglinmomentoseidentificard alsujeto denvestigacian, teniendola seguidaddeque se respetardloprivacidod y confidencididod de
fos PACIENTES.

Una vez leido el presente consentimiento y comprendido lo anterior, declaro que:

- Todalainformacién que se nos ha preguntado parala técnica de DETERMINACION DE SEXO FETAL que se llevard acabo, es
vercz

- Hemos comprendido toda la informacidn que nos ha sido proporcionada, la cual corsderames adecuoda y aficients, fenlendo
oporfunidod de ackaor nuestras dudas of respecto, por b que manifestomos estar satifechos con la infarmacién recibida, y comprendemos
&l alcance y los riesgos de diche oplicocién.

- Lainformaciénnoshaskio faclitadao conantelocidnsuficiente para poderrefiexonarconcolma y decidribre yresponsablemente.

- Conocemos o disposician del personal sanitario de INGENES para ampliar cualquier aspecio de la infarmacién que no haya quedado
suficientemente ciaro.

- Hamos sido informados de lo pedbilidad de revocor este consentimiento, revocacion que deberd solicitarse, anficipadaments y de
manera formal,
Existe lo posbiidod de user la informacian del procedimiento, técnico ulilzada, resultados y demds dates necesarios para realzar
Investigacion de fipo decumental o prospectiva.

En aste octo, de manera libre, comcienta, en pleno uso de nuestras focubades mentales y en ruvestra conaicion de PACENTES y con fundamento en los
arficulos 80,81, 82y 83 del Reglamento de la Ley General de Solud en Motero de prestacién de Servicios de Atencidn Médicay del Articulo 56 del
mismo reglomento en Moterla de Investigocidn para ko Solud, autorizamos o INGENES y o w personal paro que lleve o cabo la técnica de

DETERMINACION DE SEXO FETAL pora conocer el sexo de nuestro babé.

Cenifico que antes de lo realizacidn de la Mcnica, y previo o que los PACIENTES frmen este documenio:

1. Alguno de los miembros del equipo de INGENES, ha entregodo informacién necesaro y suficiente pora que los PACIENTES tomen su

deciion,

2, Mehe reunido conlos PACIENTES para discutir la informacién, ies he dodo o oportunidad de pregunfar, y plenso que he respondido

sofisfactodoments o fodas sus dudos,
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Crea gue los PACIENTES han entendido suficientementea lo que se les ho explicado vy han consenfido aplicor a los emtriones ke fécnica BLIGEMDER

propuesta.

Hombng Méckoo Troon e Frrna
mombns Tastigo 1 Fmia
oMb Tesiga 4 Fma

Cludod da Méxicoalos diasdelmes de, delafa,
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Anexo 2: Disefio de reporte de resultados

iy
' Diagnéstico de Sexo Fetal
SEXO Laboratorio de Investigacion y Diagndstico Molecular NSTITUTO

Instituto | jenes
Prenatal s Teme :

Informacion de la paciente Fecha del andlisis:
NHC:

Nombre paciente:

Mdédico Tratante:

Edad de la paciente:

Edad gestacional: 10. 6

Metodologia

El diagnostico de sexo fetal es una técnica no invasiva, que consiste en conocer el sexo del bebé una vez que
se logrd el embarazo, con la ventaja de que puede dar resultados a partir de la semana 7 de gestacion. Tras
un embarazo logrado a partir de un tratamiento de reproduccion asistida o a partir de una concepcion natural,
se obtiene sangre de la madre v el DNA fetal libre que circula en el plasma materno es analizado para

determinar ¢l sexo del futuro bebé; el andlisis determina la presencia de los cromosomas sexuales
mediante técnicas de biologia molecular avanzada.

¢En qué consiste la técnica de diagnéstico de sexo fetal?

Una vez que es confirmado el embarazo al detectar por ultrasonido el saco gestacional con latido, la
paciente es apta para la prueba de diagnéstico de sexo fetal. Cuando la paciente haya cumplido al menos
7 semanas de gestacidn, se toma de muestra de sangre mediante venopuncién (6 ml colectada en dos tubos
con EDTA) que es enviada al laboratorio de investigacién donde se inicia la extraccion de DNA libre fetal. Este
procedimiento dura 2 dias en completarse, posterionmente se realiza una purificacion de DNA y se procede al anilisis
de sexo del feto mediante la implementacion de técnicas de biologia molecular que analizan marcadores
localizados en el cromosoma Y cuya amplificacion indica la presencia de DNA fetal, y por consiguiente un
bebé del sexo masculino; la no amplificacion de estos marcadores indica la presencia de un bebé de sexo
femenino.

Consideraciones en términos de eficacia y limitaciones de la identificacion del sexo pre-
implantacion por gPCR (técnica de Biologia Molecular)

1. Imposibilidad de realizar la deteccion de sexo en embarazos multiples ya que la técnica no puede
diferenciar entre DNAs de individuos diferentes.

2. Puede ocurrir, excepcionalmente, que el material genético de la muestra no pueda ser leido, debido a
que, puede haber fallos en alguna fase del procedimiento (desde obtencién de la muestra, extraccion y
purificacion o amplificacion), esta incidencia es muy poco comin (sucede en menos del 1% de los
Casos).

3. La prueba de deteccion de sexo es una técnica inicamente de diagndstico de sexo fetal y no determina
ningun tipo de anormalidad cromosomica (trisomias 0 monosomias) ni enfermedades genéticas.

4. En caso de ser necesario (por indicacion médica), la paciente debe realizarse pruebas de

diagnéstico prenatal mas especializadas como amniocentesis o biopsia de corién.
Carretera México - Toluca No 5420 Piso 5
Col. El Yaqui. Del. Cuajimalpa de Morelos, México D.F.
CP.05320 - Tel(55)278998 26
www.ingenes.com
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Pagina -2-

Informacion de la paciente Fecha del analisis:

NHC:

Nombre paciente:

Médico Tratante:

Edad de la paciente:

Edad eestacional: 10. 6

Resultados:

Semanas de Amplificacion del

Sexo del feto Observaciones
Gestacion Material Genetico
10.6 Positivo para MASCULINO (XY) Ninguna
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