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GENOTIPIFICACION DEL SISTEMA RH EN LIQUIDO AMNIOTICO*
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Resumen  El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia del gen RHD en células fetales obtenidas de
liguido amnidtico (LA) por PCR. Se estudiaron 65 muestras de LA, 11 de madres RhD-sensibilizadas
con anti-D. Se confirmé el origen fetal del ADN analizando un locus VNTR y 3 loci STR en las muestras de ADN
de LA y sangre materna. En las muestras no contaminadas (n=62) se realizé la genotipificacion RHD utilizando
una estrategia de PCR multiplex que permite la obtencion de 3 productos de amplificacion en los fenotipos RhD+ y
sélo un fragmento de ADN en los fenotipos RhD-. Se genotipificaron 54 fetos RhD+ (8 de madres RhD- sensibiliza-
das) y 8 fetos RhD- (3 de madres RhD- sensibilizadas). La genotipificacién del ADN fetal permite diagnosticar con
una Unica amniocentesis fetos en riesgo real de enfermedad hemolitica fetoneonatal (EHFN) y evitar la utilizacion
de métodos invasivos en casos de fetos RhD-.
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Abstract Rh system genotyping in amniotic fluid. The aim of this work was to determine the presence of
the RHD gene in fetal cells obtained from amniotic fluid (AF). We studied 65 samples of AF, 11 from
RhD- mothers sensitized with anti-D. The fetal origin of the DNA was confirmed with the analysis of 1 VNTR locus
and 3 STR loci in DNA samples from AF and maternal blood. The RHD genotyping was performed in non
contaminated samples (n=62) using a multiplex PCR strategy that yields 3 amplification products from RhD+
phenotypes and 1 DNA fragment from RhD- phenotypes. We genotyped 54 RhD+ fetuses (8 from RhD- sensitized
mothers) and 8 RhD- fetuses (3 from RhD- sensitized mothers). Fetal DNA genotyping allows the diagnosis, from a
single amniocentesis, of fetuses at real risk of hemolytic disease of the newborn. When the fetus is determined to
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be RhD- all invasive procedures can be avoided.
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La enfermedad hemolitica fetoneonatal (EHFN) es
causada por anticuerpos maternos dirigidos contra el
antigeno D. La profilaxis con inmunoglobulina anti-D ha
disminuido considerablemente esta inmunizacion; sin
embargo, 1 de cada 1000 recién nacidos es afectado
por esta patologia. Los anticuerpos maternos se forman
en respuesta a una aloinmunizacion por el pasaje de
eritrocitos incompatibles a la circulacion materna. Las
consecuencias clinicas de esta sensibilizacion pueden
conducir a anemia hemolitica fetal, hydrops fetalis, muer-
te intrauterina o necesidad de parto prematuro®. En los
embarazos posteriores es importante investigar la pre-
sencia en los eritrocitos fetales del antigeno D. El trata-
miento de embarazadas RhD- sensibilizadas incluye pro-
cedimientos invasivos como amniocentesis seriadas y
cordocentesis siendo incorporadas a este grupo, pacien-
tes cuyos fetos son RhD-. Este abordaje implica riesgos
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para la continuacién del embarazo (0.5-1%) y puede
aumentar la sensibilizacion como resultado de hemorra-
gias maternofetales (1-2%)2 3.

El locus RH esta compuesto por dos genes adyacen-
tes y homologos denominados RHCE y RHD que codifi-
can los antigenos C, c, E, e y D respectivamente®. La
presencia o ausencia de gen RHD en el ADN humano
determina las bases moleculares del polimorfismo RhD+
y RhD-. Los individuos RhD+ poseen los dos genes RH,
mientras que el fenotipo RhD- resulta de la ausencia del
gen RHD, siendo las personas RhD- homocigotas para
la delecion del gen RHD>.

El estudio de las bases genéticas del sistema Rh per-
mite el desarrollo de métodos de diagnéstico molecular
para determinar la presencia del gen RHD en ADN fetal
obtenido de liquido amniético (LA). Debido a que los
mismos no distinguen entre ADN fetal y materno, es
necesario confirmar el origen fetal del ADN obtenido de
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LA y descartar posibles contaminaciones de la muestra
con ADN materno que podrian conducir a un diagnosti-
Cco incorrecto®.

El objetivo de este trabajo fue identificar fetos en riesgo
de EHFN a través de la genotipificacion RHD por PCR
en células fetales obtenidas de LA.

Se estudiaron 65 muestras de LA, 54 fueron extrai-
das por puncién directa de la membrana corioamniética
intraoperatoriamente por cesarea y 11 por puncion
transabdominal en los casos de pacientes sensibiliza-
das que lo requirieron para otros estudios. Las mismas
fueron obtenidas con consentimiento previo de las pa-
cientes. También se realizaron estudios en sangre
periférica materna y sangre de cordon de los recién na-
cidos.

Estudios inmunohematolégicos

Se determiné el fenotipo RhD en sangre materna y de
cordon por reacciones de hemaglutinacion utilizando
anticuerpos policlonales y monoclonales. Se investigo la
presencia de anticuerpos irregulares en el suero de las
pacientes con Panel Globular Selector, titulo e identifi-
cacién del anticuerpo implicado con Panel Globular
Identificador’.

Estudios moleculares

Extraccion de ADN: Se obtuvo ADN a partir de 3 ml de
LA y 500 ul de sangre materna utilizando la técnica de
salting out®.

Sensibilidad de marcadores genéticos VNTR y STR:
Para determinar la presencia de posibles contaminacio-
nes se estudiaron regiones del ADN que presentan gran
variabilidad alélica conocidas como loci VNTR® y STR*.
Se prepararon contaminaciones in vitro mezclando 2
muestras de ADN de igual concentracion obtenidas de
una madre RhD- y de su hijo RhD+. La cantidad de ADN
materno presente en estas mezclas varié desde un 1%
hasta un 99%. Se estudiaron por PCR los loci apoB,
CSF1PO, TPOX y THO1. Los productos obtenidos se
analizaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
al 6% tefiidos con plata®*.

Determinacion del origen fetal del ADN obtenido de
LA: Se analizaron los mismos marcadores genéticos en
las muestras de ADN obtenidas de LA y sangre materna.

Estudio prenatal del genotipo RHD: Se disefié una
estrategia de PCR multiplex que permite el analisis si-
multaneo de dos regiones diferentes del gen RHD ba-
sandose en el polimorfismo de longitud del intron 4 y en
la presencia de una secuencia especifica en la region 3'
no codificante del gen RHD. Se utilizaron cebadores com-
plementarios a secuencias nucleotidicas consenso pre-
sentes en los exones 4 y 5 de los genes RH que permi-
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ten amplificar el intrén 4 del gen RHCE (1238 pb) y el
intron 4 del gen RHD (587 pb) y diferenciarlos por tama-
flo. También se utilizé un cebador 5' complementario a
secuencias de ADN homologas presentes en el exén 10
de ambos genes y un oligonucleétido cebador reverso
complementario a una secuencia especifica de la regién
3' del gen RHD que permiten la obtencién de un produc-
to de PCR Unicamente en individuos RhD+ (250 pb). La
PCR multiplex fue realizada en cada una de las mues-
tras de ADN obtenidas de LA.

Sensibilidad del sistema de PCR multiplex: Para de-
terminar la sensibilidad de la PCR multiplex se determi-
né el genotipo RHD en las contaminaciones con distin-
tas proporciones de ADN materno.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Estudios inmunohematolégicos: Se tipificaron 48
madres RhD+ y 17 madres RhD-. Se detectaron anti-
cuerpos irregulares de especificidad anti-D en 11 pacien-
tes RhD- con titulos entre 32 y 1024.

Sensibilidad de marcadores genéticos VNTR y STR:
En todos los sistemas estudiados se observo una dismi-
nucion de la intensidad de la banda del alelo materno no
compartido con el hijo (alelo contaminante) a medida que
se reduce la cantidad de ADN materno presente en las
mezclas preparadas. La cantidad minima de ADN ma-
terno capaz de ser detectada por el andlisis del locus
apoB fue del 5% y por los loci CSF1PO, TPOX y THO1
del 2%.

Determinacion del origen fetal del ADN obtenido de
LA: Se confirmd el origen fetal del ADN en 62 muestras
de LA al analizar los loci apoB, CSF1PO, TPOX y THO1
y obtener patrones genéticos que presentan un solo alelo
compartido con la muestra de ADN materno. Se detecté
contaminacién en 3 muestras de LA de madres RhD+.

Estudio prenatal del genotipo RHD: Se genotipificaron
54 fetos RhD+ (43 de madres RhD+ y 11 de madres
RhD-) y 8 fetos RhD- (2 madres RhD+ y 6 con madres
RhD-) (Fig. 1). La determinacion molecular presentd una
estricta correlacién con los resultados seroldgicos. De
las 17 madres RhD-, 11 pertenecian a embarazos de
riesgo por presentar aloanticuerpos anti-D. La
genotipificacion del LA de las embarazadas sensibiliza-
das permiti6 identificar 3 fetos RhD- y 8 fetos RhD+ (Ta-
bla 1).

Sensibilidad del sistema de PCR multiplex: En las
contaminaciones con ADN materno (hasta un 95%) pre-
paradas in vitro fue posible amplificar los fragmentos del
gen RHD presente en el hijo. La cantidad minima de
ADN necesaria para detectar el gen RHD utilizando el
sistema de PCR multiplex fue del 5%.

En este trabajo hemos aplicado una metodologia de
PCR multiplex desarrollada en nuestro laboratorio para
determinar la presencia del gen RHD en el ADN fetal ex-
traido de células de LA. Previamente determinamos la
sensibilidad del andlisis de 1 locus VNTR y 3 loci STR® °
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Fig. 1.— Electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio de los productos obtenidos con la estrategia de
PCR multiplex. Muestras sembradas en cada calle: 1) LA
RhD+, 2) LA RhD-, 3) LA RhD+, 4) Marcador de peso
molecular de 100 pb, 5) La RhD-, 6) LA RhD-, 7) LA RhD-,
8) LA RhD+

TABLA 1.— Genotipo RHD fetal de madres RhD
negativas sensibilizadas y no sensibilizadas

Madres no
sensibilizadas

Madres
sensibilizadas

Fetos RhD+ 8 3
Fetos RhD- 3 3

para detectar contaminaciones maternas. Los resulta-
dos obtenidos indican que el estudio de estos loci es Util
para determinar el origen fetal del ADN. Estos marcado-
res confirmaron el origen fetal de 62 muestras de ADN
extraidas de LA al compararlas con las muestras mater-
nas y obtener patrones genéticos donde se comparte
un solo alelo. El andlisis de 4 marcadores genéticos per-
mitié resolver los casos de loci no informativos que sur-
gen cuando la madre y el hijo comparten un alelo por ser
la madre o0 ambos homocigotas o0 comparten por azar
dos alelos de alta frecuencia en la poblacion.

La genatipificacién del antigeno D en el ADN extrai-
do de LA coincidi6 con los fenotipos RhD determinados
en sangre de corddn por técnicas inmunohematoldgicas,
indicando la validez del método utilizado. La sensibilidad
de la estrategia de PCR multiplex permite detectar el
gen RHD aun en muestras altamente contaminadas. El
estudio prenatal en las embarazadas sensibilizadas per-
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mitié identificar 3 fetos RhD- evitando la realizacién de
amniocentesis seriadas para el seguimiento del emba-
razo®. Estos resultados indican que aproximadamente
el 27% (3/11) de las embarazadas sensibilizadas se be-
neficié con la determinacion prenatal del genotipo RHD.
Un feto RhD+ podria ser afectado por la EHFN, mien-
tras que los fetos RhD- no padecerian esta patologia®.

La genotipificacién RHD por PCR es un método sen-
sible y exacto que permite determinar precozmente la
presencia del antigeno D analizando el ADN obtenido
de células fetales provenientes de una Unica amnio-
centesis de embarazadas aloinmunizadas. Este estudio
evitaria la utilizacién de métodos diagnésticos invasivos
y estrategias terapéuticas expansivas y costosas cuan-
do el feto es RhD-*2, Considerando que la determina-
cién prenatal del genotipo RHD disminuiria el nimero
de pérdidas de embarazo debidas a complicaciones oca-
sionadas por amniocentesis y cordocentesis, propone-
mos su incorporacion al protocolo de estudio de las em-
barazadas sensibilizadas.
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