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DESCRIPCION
Un método de identificacion, aislamiento y/o cultivo de eritroblastos fetales
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para identificar, aislar y/o cultivar al menos un eritroblasto fetal. En
particular, la invencion se refiere a un método para identificar al menos un eritroblasto fetal en una muestra
analizando la morfologia del eritroblasto fetal, aislando el eritroblasto fetal y/o cultivando el eritroblasto fetal en al
menos un medio optimizado.

Antecedentes de la invencion

El diagnostico prenatal proporciona informacion valiosa sobre la salud del bebé nonato y puede incluir métodos
invasivos y no invasivos. Steele y Nerg realizaron el primer diagnostico genético seguro por amniocentesis en 1996.
Mas tarde, se demostrdé que la toma de muestras de vellosidades corionicas (MVC) durante el primer trimestre era
un enfoque seguro y fiable para el diagnostico prenatal mas precoz. Aunque ambas son técnicas invasivas y
albergan riesgos potenciales de aborto espontaneo, siguen considerandose como el criterio de referencia para el
diagndstico prenatal. Siendo asi, lentamente se van reemplazando por métodos de diagnostico prenatal no invasivos
(DPNI) en donde se utilizan las células fetales/material genético obtenido de la circulacion materna para el
diagnéstico prenatal. En particular, la identificacion de ADN desprovisto de células, ARNm y las células fetales en la
circulacién materna permitieron la posibilidad de un DPNI para diagnosticar anomalias cromosémicas y defectos de
un solo gen del feto. Sin embargo, los materiales genéticos fetales obtenidos de la circulacién materna son mas bien
insuficientes para proporcionar informacion fiable sobre las anomalias cromosémicas. En particular, el ADN
desprovisto de células en la circulacion materna es mas bien insuficiente para proporcionar informacién
cromosoémica completa, como las aneuploidias para el diagnéstico y, ademas, es caro. Por otra parte, las células
fetales son candidatos prometedores para detectar anomalias cromosdmicas, pero su nimero de células es muy
bajo. En particular, la utilizacion de células fetales que circulan en la sangre materna es prometedora tanto para la
deteccion de aneuploidias, como para proporcionar informacion genética completa del feto. También en este caso,
las principales limitaciones son su escasez en la circulacibn materna y la falta de técnicas de separacién
eficientes. Por otra parte, es posible que algunas de estas células persistan de un embarazo anterior y no sean
indicativas del estado fetal actual.

Se sabe perfectamente que el diagnoéstico prenatal permite la identificacién precoz de defectos congénitos del
nacimiento y otros factores de riesgo que impiden la supervivencia fetal, lo cual a su vez ayuda a la intervencion
precoz evitando asi complicaciones y aliviando la ansiedad de los padres. De los varios métodos que estan
disponibles en la actualidad, un diagnostico de eritroblastos fetales primitivos humanos aislados (EFPh) en la
circulacion materna seria la estrategia mas fiable y no invasiva. Esto se debe a que los EFPh tienen marcadores de
identificacion Unicos y su presencia es definitivamente indicativa del embarazo en curso y, por lo tanto, se considera
un posible candidato para el DPNI del principio del primer trimestre.

En la patente internacional 2008/017871, se describe un método para identificar y separar eritroblastos fetales de la
sangre materna. Dicho método implica la seleccion positiva con el empleo de anticuerpos dirigidos a marcadores
como HSP-60. Cha et al. 2003, proporciona un método de identificacion de eritroblastos fetales definitivos, en el que
se fijan las células identificadas y no se pueden cultivar. Choolani et al. 2003 divulga una investigacién indagando
criterios que se pueden utilizar para identificar eritroblastos fetales primitivos para DPNI. Troeger et al., (1999)
divulga un método para enriquecer eritroblastos fetales utilizando anti-GPA y otros criterios de identificacién. En
Huang et al, 2011, se proporciona una revisién de métodos conocidos.

Sin embargo, con la rutina es posible toparse con ciertos impedimentos y problemas que deben abordarse para
facilitar el futuro DPNI, y son: (1) el nimero de EFPh circulantes en la circulacion materna es muy escaso y resulta
técnicamente dificil aislar estas células, (2) incluso aunque se consiga aislarlas, estas células pueden no sobrevivir
durante mucho tiempo en el medio de transporte y pueden degenerarse en un corto periodo de tiempo, lo cual limita
aun mas la posibilidad de identificar sistematicamente defectos congénitos y (3) los EFPh tienen nucleos
fuertemente condensados y es dificil estimular a estas células para prolongar su vida mediante el cultivo in vitro o
para que proliferen para obtener un nimero adecuado de células para el futuro DPNI.

En vista de la escasez de eritroblastos fetales, hasta la fecha, ningin método ha logrado identificar y/o aislar
eritroblastos fetales. Los estudios sobre eritroblastos fetales se han basado unicamente en el cultivo heterogéneo de
células, que es posible que no proporcionen informacion precisa en vista de las células maternas u otras
impurezas. La escasa viabilidad in vitro de los eritroblastos fetales también limita gravemente la posibilidad de
realizar posteriores analisis o estudios en estas células.

Por consiguiente, existe la necesidad en la técnica de un método para detectar, aislar y/o cultivar eritroblastos fetales
obtenidos por medios invasivos o no invasivos que mitiguen al menos uno de los problemas mencionados
anteriormente y proporcione métodos como posibles enfoques fiables para futuros DPNI utilizando células fetales
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presentes en la sangre materna.
Sumario de la invencion

La presente invencién se define en las reivindicaciones independientes adjuntas. Algunas caracteristicas opcionales
de la presente invencion se definen en las reivindicaciones dependientes adjuntas.

La presente invencion se refiere a un método para identificar eritroblastos fetales en una muestra que comprende
determinar la forma y/o estructura de al menos una célula en la muestra que comprende al menos un eritroblasto
fetal, en el que puede identificarse la célula que se esta determinando como un eritroblasto primitivo humano fetal
siempre y cuando comprenda un nucleo, sea CD45 negativo y/o comprenda una relaciéon nucleo-citoplasmica
relativamente alta. El eritroblasto fetal puede obtenerse por medios invasivos o no invasivos.

De acuerdo con un primer aspecto, se proporciona un método de identificacién de al menos un eritroblasto fetal
primitivo humano en una muestra, consistiendo el método en:

(i) proporcionar al menos una célula CD45 negativa nucleada a partir de la muestra; y

(i) analizar la morfologia de dicha al menos una célula CD45 negativa nucleada por tincion del nacleo y
determinar la relacion entre el citoplasma y el ndcleo, segun el area, de dicha al menos una célula con el nucleo
tefiido de la muestra, en donde si la al menos una célula CD45 negativa tiene una relacion entre el citoplasma y
el nucleo, segun el area, en el intervalo de 16:1 a 9:1 y al menos una de las caracteristicas seleccionadas entre

a. tener un diametro de célula dentro del intervalo de 10-20 ym;

b. no ser adherente dentro de una superficie celular no pegajosa lisa;
c. ser maleable; y/o

d. ser de forma globular,

la al menos una célula CD45 negativa se identifica como un eritroblasto fetal primitivo humano, en donde la muestra
se selecciona del grupo que consiste en sangre materna, sangre del cordén umbilical, liquido amniético, muestra de
vellosidades coridnicas, sangre fetal y tejido fetal, y en donde el eritroblasto fetal primitivo humano identificado se
puede cultivar.

De acuerdo con un segundo aspecto, se proporciona un método para cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo
humano a partir de una muestra, comprendiendo dicho método:

(i) identificar al menos un eritroblasto fetal primitivo humano de acuerdo con el primer aspecto;

(ii) aislar el al menos un eritroblasto fetal humano identificado en (i) utilizando un micromanipulador;

(iii) cultivar el al menos un eritroblasto fetal humano aislado en (ii) en un medio que comprende IMDM (medio de
Dulbecco modificado con Iscove), 30 % de FBS (suero bovino fetal), 1 % de BSA (albumina de suero bovino,
10 moles/I B-mercaptoetanol, 100 pug/ml de trasferrina saturada con hierro.

Puede utilizarse un método de aislamiento de al menos un eritroblasto fetal desde una muestra, comprendiendo
dicho método, identificar el eritroblasto fetal de acuerdo con cualquier aspecto de la presente invencion y aislar el
eritroblasto utilizando medios con capacidad para aislar el eritroblasto fetal individualmente.

El método de cultivo de al menos un eritroblasto fetal primitivo humano puede comprender el cultivo del eritroblasto
en un medio que comprende al menos un mitégeno y/o al menos un factor epigenético.

Tal como se podra apreciar a partir de la siguiente descripcién, las realizaciones especificas de la presente
invencién permiten la identificacion, el aislamiento y el cultivo de eritroblastos fetales.

La presente invencion también proporciona un método para diagnosticar al menos un trastorno prenatal en un feto,
comprendiendo dicho método:

i. cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo de acuerdo con el segundo aspecto;
ii. determinar al menos un marcador genético asociado con el trastorno prenatal en el eritroblasto fetal;
en donde el método es in vitro.

Puede utilizarse un medio para el cultivo de eritroblastos fetales. Puede obtenerse al menos un eritroblasto fetal
aislado aplicando el método de acuerdo con cualquiera de los aspectos de la presente invencion. Tanto ésta como
otras ventajas relacionadas se pondran de manifiesto para las personas expertas en la materia con la descripcién
expuesta a continuacion.
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Breve descripcion de las figuras

A continuacion, se describen realizaciones especificas de una tira reactiva de la presente invencién mediante
ejemplos haciendo referencia a las figuras adjuntas en las que:

La Figura 1 es un diagrama esquematico de la micromanipulaciéon y el cultivo en microgotas de eritroblastos
fetales primitivos humanos (EFPh).

La Figura 2 es una representacion esquematica de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC) que
pueden generarse a partir de eritroblastos fetales primitivos (EFp) utilizando genes pluripotentes y moléculas
pequeias. VPA: acido valproico; TSA: tricostatina A; 5-aza: 5-azacitidina.

La Figura 3 es un grafico de la viabilidad de las células EFPh en cultivo de microgotas normoéxicas e hipoxicas a
lo largo del tiempo. La barra de error representa errores tipicos. “ p <0,01.

La Figura 4 es un grafico de la viabilidad de EFPh en condiciones de cultivo de microgotas normoéxicas con
mitégeno de Pokeweed hasta 48 horas. La barra de error representa errores tipicos. La unidad de concentracion
Pokeweed (PW) es pg/ml.

La Figura 5 son imagenes de inmunocitoquimica de EFPh con anticuerpos H3 anti-acetilados y anticuerpos H3
anti-trimetilados. Barra de escala es 5 pm.

La Figura 6 es un grafico de barras de las expresiones de la beta-globina humana (HBB) y de la region Y
determinante del sexo (SRY) segun se detectan por PCR cuantitativa en 10 EFPh después de la amplificacion
del genoma completo. EP1 = ftricostatina A, EP2 = 5-azacitidina. Se utilizé ADN trofoblastico como control
positivo.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

Las referencias bibliograficas mencionadas en la presente memoria descriptiva se enumeran para mayor facilidad en
forma de lista de referencias al final de los ejemplos. La referencia a un elemento con el articulo indefinido "un",
“una” no excluye la posibilidad de que esté presente mas de uno de los elementos, a no ser que el contexto requiera
claramente que haya uno y solo uno de los elementos. El articulo indefinido "un" o "una", tal como se emplea en el
presente documento significa por tanto normalmente "al menos uno".

La expresion "que comprende" y sus conjugaciones se utiliza en su sentido no exhaustivo para indicar que se
incluyen los articulos que siguen a la palabra, pero no se excluyen los articulos que no se mencionan
especificamente. Por consiguiente, la expresion "que comprende" abarca las expresiones mas restrictivas "que
consiste esencialmente en y "que consiste en".

El término "CD45 negativo”, tal como se emplea en el presente documento, se refiere a cualquier célula que no
expresa sefial o que es negativa para las formas nativas, recombinantes o sintéticas de la molécula/marcador
CD45. La presencia de expresion de CD45 en una célula en una muestra puede determinarse aplicando cualquier
método de inmunotincién conocido en la técnica y utilizando cualquier reactivo anti-CD45. Cualquier célula tefida
positivamente con reactivo anti-CD45 puede ser excluida ya que pueden incluir glébulos blancos CD45positivos.

La expresion "relacion nucleo-citoplasmica” (C/N; relacion C: N), que se puede utilizar indistintamente con la frase
"relacién entre citoplasma y nucleo de una célula" o "relacién citoplasma a nucleo", tal como se emplea en el
presente documento, se refiere a una comparacion del area del citoplasma y el area de los nucleos presentes en el
citoplasma aplicando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar una imagen de
reaccion de radiacion UV para obtener esta medida. El area del citoplasma puede comprender o no areas de pocillos
celulares o estructuras celulares internas como vacuolas, mitocondriales, etc. El area de los nucleos puede
comprender o no distritos de membrana nuclear. En caso de que esté presente mas de un nucleo en una célula,
puede determinarse el area de un nucleo o puede determinarse el area de todos los nucleos presentes. La relacion
nucleo-citoplasmica de la célula puede determinarse para cada célula individualmente o para una agrupacién o
subagrupacion de células presentes en un area definida de la imagen, p.ej., un area que comprende
aproximadamente 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 15000, 20000,
25000, 30000, 35000, 38000, 40000, 43000, 45000, 50000, 60000 o 70000 um?. En otro ejemplo, la relacion de la
regién se puede realizar calculando el area de la superficie y/o el volumen tanto del citoplasma como del nucleo por
separado. Se puede considerar que una célula tiene una relacion entre citoplasma y nucleo relativamente alta
siempre que el area del citoplasma sea ligeramente mayor que el area del nucleo en una célula. Por ejemplo,
siempre que el citoplasma sea al menos 0,1 %, 0,5 %, 1%, 5%, 10 % mas grande que el nuicleo, se puede
considerar que la célula tiene una relacion entre citoplasma y nucleo relativamente alta. En ejemplos especificos, el
término "alto" se refiere a un area de citoplasma que es detectablemente mas alta (mayor) que el nicleo. La relacion
nucleo-citoplasmica oscilara entre 16:1 y 9:1, o cualquiera de los enteros en los intervalos. En particular, la relacion
C: N de un eritroblasto fetal puede ser 10:1 o similar.
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El término "eritroblasto”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un glébulo rojo que tiene un
nucleo. En particular, un eritroblasto se refiere a una célula precursora nucleada a partir de la cual se desarrolla un
reticulocito en un eritrocito. El "eritroblasto" se puede utilizar indistintamente con un "normoblasto” y se refiere a un
glébulo rojo nucleado, el precursor inmediato de un eritrocito. Por ejemplo, el eritroblasto puede ser de origen
mamifero. En particular, el eritroblasto puede ser un eritroblasto fetal primitivo o humano. Los "eritrocitos" o "gl6bulos
rojos" o "RBC" incluyen glébulos rojos fetales y adultos no nucleados.

El término "globular", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a una célula que tiene forma esférica
(forma de globo) en oposicion a una célula que tiene forma bicdncava.

El término "factor de crecimiento”, como se emplea en el presente documento, se refiere a al menos una proteina
que hace que las células en reposo experimenten division celular y, en algunos casos, diferenciacion. Los factores
de crecimiento pueden ser especificos del tipo de célula, que estimulan la divisién Unicamente de las células con
receptores apropiados; o mas general en sus efectos. Los factores de crecimiento pueden incluir, pero sin limitarse a
ellos, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), eritropoyetina, factor de células madre
(SCF), factor estimulante de colonias de macrofagos de granulocitos (GM-CSF) y una familia de proteinas llamadas
linfoquinas, que incluye interleucinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, etc.), interferon y y similares.

La expresion "aumentar la viabilidad", tal como se emplea en el presente documento se refiere al acto de aumentar
la supervivencia de una célula. Esto puede incluir el aumento del periodo de supervivencia de la célula donde sigue
siendo capaz de mantener su funcién. Por ejemplo, el método de cultivo que se proporciona en la presente invencién
puede potenciar o mejorar la supervivencia de una célula a mas de 24 horas in vitro. Por ejemplo, el eritroblasto fetal
puede ser viable durante al menos 48 horas, 56 horas, 72 horas, 1 semana, 2 semanas y similares, dependiendo del
organismo en cuestion. Por ejemplo, la viabilidad celular puede medirse por recuento de células, es decir, recuento
del numero de células viables y células muertas en cada momento. Las células viables tienen una membrana
plasmatica clara y diferenciada por microscopia de contraste de fase, mientras que las células no viables tienen
membranas disgregadas que hacen que el nucleo sea més evidente.

El término "individualmente", tal como se emplea en el presente documento se refiere a una célula la vez. Por
ejemplo, en el método de aislamiento de la presente invencién, puede seleccionarse cada eritroblasto fetal
identificado uno cada vez para cultivar la célula. Un ejemplo no exhaustivo de un medio para seleccionar una célula
individualmente es un micromanipulador.

El término "maleabilidad”, tal como se emplea en el presente documento, se refiere a la capacidad de extenderse o
remodelarse por influencia externa. Por ejemplo, las células que son maleables pueden ser flexibles, moldeables y/o
flexibles durante la aspiracion en una micropipeta. Un eritroblasto fetal aislado puede considerarse maleable.

El término "mamifero” se define en el presente documento como un individuo mamifero, en particular, un primate,
por ejemplo, un ser humano. Para propositos de investigacion, el sujeto puede ser un ser no humano.

Por ejemplo, el sujeto puede ser un animal adecuado para uso en un modelo animal, p.ej., un cerdo, un caballo, un
raton, una rata, una vaca, un perro, un gato, ganado, primates no humanos (por ejemplo, chimpancé) y similares.

El término "microgota”, tal como se emplea en el presente documento se refiere a aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 pl de medio de cultivo. En particular, la microgota puede ser 6, 7, 8, 10, 14, 15, 18 0 19 ul de
medio de cultivo.

El término "mitégeno”, tal como se emplea en el presente documento, se refiere a cualquier sustancia quimica que
promueve la division y/o transformacion celular. Entre los ejemplos no exhaustivos de mitdgenos se pueden incluir
concanavalina A, fitohemaglutinina, lipopolisacarido (LPS), factores de crecimiento de tipo insulina (IGF), mitégeno
de pokeweed y similares.

La expresion "morfologia de una célula", tal como se emplea en el presente documento, se refiere en general a la
forma, estructura y configuracion de una célula y puede incluir aspectos de la apariencia de la célula como la forma,
el color o el patrén de la parte interna o externa de una célula. La morfologia de una célula también puede incluir la
nucleacién de una célula, que la célula esté nucleada o no nucleada, que la célula sea CD45 negativa o positiva y/o
la relacién nucleo-citoplasmica de la célula. Otros aspectos que pueden entrar dentro de la definiciéon de morfologia
de una célula incluyen el tamafio de la célula, por ejemplo, el diametro de la célula, la capacidad de adherencia de la
célula, por ejemplo, si la célula se adhiere o no a una superficie, la maleabilidad de una célula y similares. La
expresion "forma de una célula" puede utilizarse indistintamente con la expresién "configuracion de una célula" y, tal
como se emplea en el presente documento, se refiere a las formas de la célula tipicas, como células circulares,
células elipticas, células tipo shmoo, formas de division de tipo mancuerna, formas de célula de tipo estrella, células
planas, células de tipo escala, células de columna, células invaginadas, células con paredes concavas, células con
paredes convexas, la presencia de prolongaciones, apéndices y cilios, la presencia de angulos o esquinas, etc., Las
morfologias y configuraciones tipicas son conocidas entre las personas expertas en la materia y se pueden derivar
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de ellas.

El término "nucleado” tal como se emplea en el presente documento se refiere a una célula que tiene un nucleo. Las
células nucleadas pueden distinguirse de los glébulos rojos que no estan nucleados sobre la base de cualquiera de
las tinciones nucleares conocidas en la técnica.

La expresion "falta de adherencia", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a una célula que
requiere poco o ningun soporte, anclaje y/o union a una superficie para permanecer viable in vitro.

El término "superficie celular no pegajosa", tal como se emplea en este documento, se refiere a células que no se
adhieren entre si a diferencia de los glébulos rojos que tienden a formar "Rouleaux” (pilas de monedas). Las
personas expertas en la materia entenderan a que se refiere el término "formacién de rouleaux" en relacién con
RBC.

La expresion "condicion norméxica", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a un entorno con un
nivel de oxigeno normal in vivo o in vitro. El estado normal de oxigeno in vitro puede ser aproximadamente al menos
21 % de oxigeno. La frase "condicién normoxica" se utiliza como anténimo de "condicién hipdxica", que se refiere al
entorno con un nivel de oxigeno reducido o empobrecido in vivo o in vitro. El estado de oxigeno hipdxico in vitro
puede ser 5 % de oxigeno.

El término "recubierto", tal como se emplea en el presente documento en combinaciéon con el término "aceite
mineral" que se refiere a proporcionar una capa de aceite mineral encima o sobre el medio de cultivo.

El término "trastorno prenatal", tal como se emplea en el presente documento, se refiere a enfermedades o
afecciones en un feto o un embrién antes de que nazca. El trastorno prenatal puede seleccionarse del grupo no
exhaustivo que consiste en sindrome de Down, sindrome de Edwards, sindrome de Patau, un defecto del tubo
neural, espina bifida, paladar hendido, enfermedad de Tay Sachs, anemia de células falciformes, talasemia, fibrosis
quistica, sindrome de X fragil, atrofia muscular espinal, distrofia mioténica, enfermedad de Huntington, enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth, hemofilia, distrofia muscular de Duchenne, trastorno mitocondrial, exostosis multiple
hereditaria, trastorno de osteogénesis imperfecta y similares.

El término "muestra", tal como se emplea en el presente documento se refiere a un subconjunto de tejidos, células o
partes componentes (por ejemplo, fluidos) que pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, tejido materno, sangre
materna, sangre del corddn umbilical, amniocentesis, muestra de vellosidades corionicas, sangre fetal y/o
tejido/fluidos fetales. En particular, el tejido fetal puede ser tejido trofoblastico, tejido de la placenta o una
combinacién de ellos. La muestra, tal como se emplea en la presente invencion puede haber sido sometida
previamente a una purificacion de gradiente de densidad incluyendo, pero sin limitarse a ellos, gradiente de Ficoll y
gradiente de Percoll.

Diagnostico prenatal invasivo/medios prenatales invasivos
- Amniocentesis

El analisis de cromosomas en el liquido amniotico aspirado en el segundo trimestre del embarazo (amniocentesis)
fue realizado por primera vez hace mas de cuatro décadas (Kubli y Hindermann 1966). Hoy en dia, es el método
utilizado convencionalmente a las 16 a 18 semanas de embarazo con un bajo riesgo para el feto después de la
extraccion de aproximadamente 10 a 20 ml de liquido. Después del procedimiento de aspiracién se separan las
células en el liquido amniotico y se cultivan in vitro en medios de cultivo especialmente disefiados para amplificar el
numero de células para un diagndstico posterior. Se pueden recoger aproximadamente de 2 a 3 x 10° células (Weise
et al.,, 1984) de 10 ml de liquido amniético y los origenes de estas células son del revestimiento interno de la
membrana amnioética, la piel, el tracto respiratorio y urogenital del feto, como resultado del desprendimiento, la
miccion y o los movimientos fisicos del feto dentro del saco amniético. La amniocentesis se ha utilizado de forma
rutinaria para detectar anomalias cromosomicas como los sindromes de Down, Edward y Patau, defectos del tubo
neural y otros trastornos genéticos. Aunque la amniocentesis es una herramienta de rutina para el diagnéstico
prenatal en muchos hospitales, existen riesgos de aborto espontaneo al ser un método invasivo. Se ha notificado
que la tasa de abortos espontaneos relacionados con la amniocentesis es aproximadamente del 1 % (Tabor et al.,
2009).

- Muestreo de vellosidades coriénicas (MVC)

El muestreo de vellosidades corionicas (MVC) como herramienta para el diagnéstico prenatal se desarrollé por
primera vez en 1984 (Kuliev et al 1993). En este procedimiento, se aspiran por via transcervical o transabdominal las
muestras de vellosidades coriénicas y se utilizan las células fetales dentro del tejido para el diagnéstico. La ventaja
de la MVC con respecto a la amniocentesis es que puede realizarse en una fase del embarazo mas temprana
(generalmente antes de las 14 semanas de gestacion) proporcionando un diagnéstico precoz y aliviando asi la
ansiedad a los padres. Se ha utilizado MVC para la deteccion de anomalias cromosémicas similares a las de la
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amniocentesis. En el método MVC también existen riesgos de aborto espontaneo en la regiéon de aproximadamente
un 2 % (Tabor et al., 2009).

- Muestreo de sangre fetal

El muestreo de sangre fetal, también conocido como muestreo percutaneo de sangre del cordéon umbilical es un
procedimiento para extraer una pequefa cantidad de sangre del corddn umbilical del feto. La muestra de sangre
fetal se puede utilizar para detectar anomalias cromosémicas, trastornos sanguineos y metabdlicos e infecciones, y
resulta util cuando no es posible obtener informacién a través de amniocentesis y MVC. La extraccion de muestras
de sangre del feto se realiza habitualmente al final de la gestacion después de 17 semanas y tiene una tasa alta de
abortos espontaneos del 2-3 % (Buscagiia et al., 1996; Antsaklis et al., 1998).

Diagnéstico prenatal no invasivo (DPNI)/medios prenatales no invasivos
- Ecografia

La ecografia es un procedimiento comun no invasivo que se realiza de forma rutinaria en la atencion prenatal. Ayuda
a visualizar el feto en el utero y proporciona informacion sobre su estado de crecimiento. Con el uso de la ecografia
es posible detectar anomalias importantes del desarrollo, como el sindrome de Down, evaluando el grosor del
pliegue nucal y su translucencia, asi como los 6rganos fetales. Aunque la ecografia es muy util para llevar un
seguimiento del crecimiento fetal y detectar los fenotipos de las anomalias del desarrollo, sus tasas de falsos
positivos son altas. Por ejemplo, en la prueba de grosor de translucencia nucal, aproximadamente 5 % de los fetos
positivos no tienen en realidad sindrome de Down (Muller et al., 2003). La mayoria de los defectos fetales son
causados por una composicion genética anormal (nimero y morfologia de cromosomas, defectos genéticos), siendo
asi, muchos de ellos no pueden detectarse a través de una ecografia.

- Deteccidon de suero materno ("Prueba triple")

La deteccion de suero materno, también denominada "prueba triple", es un analisis de sangre que ayuda a
determinar el riesgo de ciertas anomalias cromosémicas, como el sindrome de Down y los defectos del tubo
neural. Normalmente se realiza en el primer o segundo trimestre del embarazo midiendo una combinacion de niveles
en suero de alfa-fetoproteina, estriol y gonadotropina coriénica humana. Un analisis positivo indica un alto riesgo de
un trastorno en particular, pero el diagnéstico no es definitivo. Si el resultado es positivo, debe confirmarse el
diagnostico posteriormente con otros procedimientos invasivos, como la amniocentesis o el MVC.

- Diagnéstico genético preimplantacional (DGP) en la fertilizacion in vitro (FIV)

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP) es una prueba de diagnéstico prenatal especial para pacientes que
se someten a la fertilizacién in vitro (FIV). En pacientes de FIV de mayor edad (> 40 afios) con posibles aneuploidias
debidas a defectos de los o6vulos relacionados con la edad y en pacientes de FIV con abortos espontaneos
habituales después de la transferencia de embriones debido a posibles translocaciones desequilibradas, la DGP en
biopsias de embriones ha pasado a ser una herramienta de diagnéstico de rutina. DGP también esta disponible para
muchos trastornos monogénicos, como la fibrosis quistica y la beta-talasemia y algunas anomalias
cromosoémicas. La principal ventaja de este método es que puede evitar la interrupcion selectiva del embarazo
porque solo se transfieren embriones genéticamente normales, pero su desventaja es que esta reservado solo para
pacientes de FIV.

- ADN y ARNm fetal desprovisto de células en sangre materna

Lo et al. notificaron por primera vez grandes cantidades de ADN fetal desprovisto de células en plasma y suero
maternos en 1997 y tres afios mas tarde, también se observdo ARNm fetal desprovisto de células en el plasma
materno (Poon et al., 2000). EI ADN fetal desprovisto de células lleva informacién genética valiosa del feto y se ha
demostrado que es adecuado para diagnosticar el sexo del feto, el tipo de sangre rhesus D (RhD) fetal y algunos
trastornos de un solo gen, como beta-talasemia y acondroplasia (ACH) (Saito et al., 2000; Chiu et al., 2002; Vrettou
et al., 2003; Li, et al., 2005). Sin embargo, debido a las reducidas cantidades de ADN fetal desprovisto de células en
el ADN libre total en el plasma materno, la cuantificacion de loci fetales especificos a partir del material fetal
desprovisto de células es dificil e ineficaz. Este problema se resolvid mediante el uso de ARNm fetal que es
especifico para el tejido de la placenta y minimiza la contaminacion materna de fondo. Sin embargo, en el uso de
ADN fetal o ARNm desprovisto de células, el diagnéstico de aneuploidia fetal sigue siendo la principal dificultad para
el DPNI. Se ha demostrado que la secuenciacion escopeta de ADN fetal desprovisto de células proporciona un
diagnéstico preciso de la aneuploidia fetal (Fan et al., 2008). En un estudio mas reciente, todo el perfil genético del
feto podria revelarse mediante la secuenciacion del ADN desprovisto de células fetales en la sangre materna (Lo et
al., 2010). El mismo grupo realizé un estudio a mayor escala en muestras de plasma materno utilizando un analisis
de secuenciacion de ADN multiplexado y demostré que era capaz de descartar la trisomia fetal 21 en embarazos de
alto riesgo, evitando asi procedimientos de diagnostico invasivos (Chiu RW et al., 2011). Sin embargo, antes de que
se puedan utilizar estas técnicas recién desarrolladas para aplicaciones clinicas de rutina, es necesario realizar
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ensayos en un mayor numero de muestras para optimizar los protocolos y ha de considerarse su rentabilidad.
- Células fetales en la sangre materna

La presencia de células fetales en la circulacion materna fue documentada por primera vez en 1893, cuando se
encontraron trofoblastos sincitiales multinucleados en el tejido pulmonar de mujeres embarazadas fallecidas por
eclampsia (Schmorl, 1893). Esta importante observacion sento las bases para el uso de células fetales en la sangre
materna para el diagnostico prenatal no invasivo. Las células fetales intactas, en comparacion con el ADN y el
ARNmM fetales desprovistos de células, tienen la ventaja de retener informacion genética fetal completa en el nucleo
y el citoplasma que puede proporcionar informacién en el diagnostico genético complejo. Existen diversos tipos de
células fetales presentes en la sangre materna, es decir, trofoblastos, linfocitos, eritroblastos y células madre
hematopoyéticas. El trafico de células trofoblasticas no suele tener lugar durante el embarazo y su enriquecimiento
desde la sangre materna es dificil debido a la falta de fabricantes especificos. Por otra parte, debido al mosaicismo
placentario, el cariotipo de aproximadamente el 1 % de las células placentarias es diferente del cariotipo real del feto
(Henderson et al., 1996; Goldberg y Wobhlferd, 1997), lo cual lleva a un diagnostico genético falso positivo y falso
negativo. Por lo tanto, el uso de trofoblastos en sangre materna para DPNI esta limitado. Se ha demostrado
anteriormente que los linfocitos fetales presentes en la sangre materna son utiles para la determinacion del sexo del
feto (Walknowska et al., 1969; Schroer y De la Chapelle, 1972; Grosset et al., 1974) por su capacidad para proliferar
in vitro. Sin embargo, su desventaja, tal como se demostrd, es que podian persistir en la sangre materna durante un
periodo de tiempo muy largo, incluso después de 27 afios después del parto (Bianchi et al., 1996), lo cual lleva a un
diagnéstico erréneo del embarazo actual. Por tanto, es preferente un tipo de célula con una vida corta y, siendo asi,
los eritroblastos fetales (EF) o los glébulos rojos nucleados son buenos candidatos para un DPNI ya que se pueden
detectar al principio del embarazo, tienen una vida corta y se pueden desarrollar anticuerpos especificos para su
enriquecimiento desde la sangre materna. Sin embargo, existen grandes desafios en el uso de EF ya que el nimero
de EF en la sangre materna es reducido y se estima en 1 por cada 10%°a 1 por cada 10 ° células mononucleares
(Ganshirt-Ahiert et al., 1990; Price et al., 1991). Como promedio, se obtienen aproximadamente 20 EF después del
enriquecimiento de 20 ml de sangre materna (Busch et al., 1994). La pureza final de los EF es baja, incluso cuando
se usan anticuerpos especificos para clasificarlos desde la sangre materna. Hay quien ha cultivado progenitores
eritroides fetales de la sangre materna con capacidad de proliferacién con la esperanza de que se pudiera obtener
un mayor numero de células fetales para el diagnéstico prenatal. Sin embargo, dada la contaminacién de las células
maternas en el cultivo, la amplificacion selectiva de progenitores fetales con respecto a los maternos no tuvo éxito en
estos estudios (Lo et al., 1994; Bohmer et al., 2001; Campagnoli et al., 2002). Se topé con problemas similares
cuando se cultivaron células madre hematopoyéticas CD34 + de sangre materna para el diagnéstico prenatal. Las
células CD34+ tanto fetales como las maternas proliferaron en el cultivo, dificultando la separacion de las dos
poblaciones y el diagnéstico de las células fetales. También se ha observado que las células madre fetales CD34+
persisten después del parto en la sangre materna. Ademas del problema del nimero de células y el enriquecimiento
y la expansion in vitro de células fetales en la sangre materna, el analisis por PCR de estas células suele estar
asociado a un alto nivel de descenso de alelos como resultado de la no amplificacion de uno de las dos alelos Esto
requeriria el analisis de al menos cinco a seis células fetales para compensar la tasa de descenso (Hahn et al.,
2008). T

Los métodos de enriquecimiento de los EF de la sangre materna incluyen separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), separacion de células activadas magnéticamente (MACS), centrifugacion de gradiente de
densidad, separacion de flujo cargado, lisis selectiva de eritrocitos y métodos a base de lectina. FACS y MACS se
basan en el reconocimiento de antigeno-anticuerpo utilizando anticuerpos especificos para las células fetales
diana. El primer anticuerpo monoclonal utilizado para enriquecer el eritroblasto fetal fue CD71 (Bianchi et al., 1990)
pero la pureza de los EF después de la clasificacién siguié siendo baja. La pureza se mejor6 posteriormente
utilizando el empobrecimiento de MACS de anti-CD45 antes de la seleccion positiva de células CD71 positivas
(Busch et al., 1994). Para evaluar el potencial de los EF para el DPNI, se realizé un estudio multicéntrico a gran
escala, conocido como NIFTY, entre 1995 y 1999 (Bianchi et al., 2002). Los resultados de este estudio demostraron
que la separacion de MACS produjo una mejor recuperacion de EF en comparacién con la separacion de FACS. Sin
embargo, en ambos métodos, los EF fueron dificiles de detectar, probablemente debido al escaso numero de estas
células en la sangre materna. Este estudio concluyé que el método de separacion basado en las interacciones entre
el antigeno especifico de la célula y los anticuerpos correspondientes tiene sus limitaciones. Para eliminar los
eritrocitos maduros de la sangre materna, se desarrollaron sistemas de gradiente de densidad selectiva para
enriquecer células mononucleares. Se probaron diversos gradientes de densidad con Percoll y Ficoll para separar
EF del resto de las células en la sangre materna, pero las tasas de recuperacién siguieron siendo muy bajas
(Troeger et al., 1999; Samura et al., 2000; Prieto et al, 2001 Voullaire et al., 2001). Sigue pendiente de desarrollo el
protocolo de enriquecimiento ideal para los EF de la sangre materna con altas tasas de recuperacion y pureza.

- Eritroblastos fetales primitivos

Se han notificado dos tipos distintos de eritropoyesis durante el desarrollo embrionario de los mamiferos: (1)
eritropoyesis primitiva en el saco vitelino y (2) eritropoyesis definitiva principalmente en el higado fetal y la médula
osea. Mientras que la eritropoyesis definitiva esta muy estudiada en adultos, la eritropoyesis primitiva se entiende
peor dada su presencia transitoria en el feto precoz. Se reconocio enseguida que las células eritroides primitivas
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aparecen en las islas de sangre del saco vitelino (Maximow et al., 1909) y que la eritropoyesis primitiva era el primer
proceso de desarrollo que producia eritrocitos para suministrar oxigeno para la supervivencia y el crecimiento del
feto. Un estudio demostré que los eritroblastos primitivos humanos eran los Unicos glébulos rojos circulantes
presentes en el feto y su saco vitelino hasta la semana 6 (Pereda y Niimi, 2008). Algunos estudios han sefialado sin
embargo que la eritropoyesis primitiva surge de precursores hemangioblasticos en la capa mesodérmica de la pared
del saco vitelino (Ema et al., 2006; Choi et al., 1998; Lugus et al., 2009).

Los glébulos rojos primitivos, también llamados eritroblastos primitivos, se distinguen de los globulos rojos definitivos
por que comienzan a circular en el torrente sanguineo como células nucleadas y contienen un tipo embrionario de
hemoglobina, es decir, épsilon-globina. Durante mucho tiempo estuvo vigente el dogma de que los eritroblastos
primitivos comparten muchas caracteristicas con sus homologos no mamiferos, como estar nucleados durante toda
la vida. Ya existiera o no confusién sobre los enucleado de eritroblastos primitivos desde que se descubrieron, en los
ultimos afios se han estudiado ampliamente en modelos murinos. En el feto de raton, hubo evidencias para
demostrar que los eritroblastos primitivos experimentan enucleacion en el higado fetal (Kingsley et al., 2004; Fraser
et al., 2007). Después de la enucleacion con eritroblastos se generaron dos poblaciones de células, concretamente,
reticulocitos y pirenocitos que son nucleos excluidos rodeados por un borde delgado de citoplasma. Los pirenocitos
son eliminados rapidamente por los macrofagos por fagocitosis (Yoshida et al., 2005; McGrath et al., 2008). En el ser
humano, debido a las sensibilidades éticas y por razones practicas, no se han realizado muchos estudios sobre la
eritropoyesis primitiva. Van Handel et al (2010) sefal6 recientemente que la placenta humana era el sitio anatomico
para la enucleacion de eritroblastos primitivos y que la enucleaciéon probablemente requeria la interaccién con
macréfagos en las vellosidades coridnicas.

Propiedades troncales de los EFp

En la médula ésea adulta, las células madre hematopoyéticas (CMH) son capaces de auto renovarse y diferenciarse
en todos los linajes sanguineos. Cuando se decide la ruta de diferenciacion especifica para las CMH hacia un linaje
eritroide, las células progenitoras aguas abajo también son capaces de auto-renovacion, pero de una manera mas
restringida, ya que contindan diferenciandose. En la eritropoyesis definitiva en adultos, los progenitores con
restriccion eritroide inmaduros, que se denominan unidades formadoras de estallidos eritroides (BFU-E) tienen una
mejor capacidad proliferativa que los progenitores eritroides en etapa tardia [unidades formadoras de colonias
eritroides (CFU-E)]. Posteriormente, las CFU-E se diferencian en una cascada de precursores eritroides que
experimentan de tres a cuatro divisiones celulares a medida que progresan desde los estadios del eritroblasto
proeritroblastos a basofilos, policromatofilos y ortocromaticos. Los eritroblastos ortocromaticos finalmente se
enuclean para producir reticulocitos que entran en el torrente sanguineo y se convierten enseguida en
eritrocitos. Cabe destacar que recientemente se ha descubierto que un tipo de célula precursora eritroide definitiva
derivada de embriones de raton tempranos (saco vitelino e higado fetal) tiene un extenso potencial de proliferacién
ex vivo, mucho mejor que sus homologos adultos (England et al., 2010). En el mismo estudio, se cultivaron también
precursores eritroides de la eritropoyesis primitiva, pero se descubri6é que no eran proliferativos.

Aunque se ha sefalado que la eritropoyesis primitiva se origina a partir de hemangioblastos, el proceso de
maduracion de las células eritroides primitivas es similar al de la eritropoyesis definitiva, tal como se demuestra en el
modelo murino (Palis et al., 2010). La eritropoyesis primitiva humana no esta bien estudiada, pero puede compartir
muchas caracteristicas comunes con el modelo de ratdén. Sin embargo, aun no esta claro si los eritroblastos
primitivos humanos experimentan el mismo proceso de diferenciacion que los eritroblastos primitivos de ratén que se
enuclean en Ultima instancia para formar reticulocitos. El potencial de auto-renovacioén de los eritroblastos primitivos
humanos tampoco se ha explorado, probablemente por motivos éticos y por la dificultad de acceder a dichas
células. Dado el hecho de que morfolégicamente, los EFp tienen tamafos nucleares y citoplasmicos variados, como
las células madre embrionarias humanas (CMEh) y el hecho de que sean células blasticas, seria importante
investigar si poseen propiedades troncales. Por lo tanto, puede ser util investigar la presencia de antigenos
marcadores de superficie relacionados con la troncalidad y los perfiles de marcadores CD en los eritroblastos
primitivos humanos. Existe toda una bateria completa de marcadores caracteristicos para identificar células madre
con propiedades de auto-renovacion a largo plazo. Dado que los eritroblastos primitivos se originan en el
mesodermo de la membrana embrionaria del saco vitelino temprano, deben evaluarse en este tipo de célula los
marcadores de células madre embrionarias humanas (CMEh), células madre mesenquimales y células madre
hematopoyéticas. Las células madre embrionarias humanas (CMEh) tienen antigenos marcadores de superficie
tipicos como SSEA3, SSEA4, Tra-1-60 y Tra-1-81 y antigenos nucleares como OCT4, SOX2 y NANOG, LIN28, c-
MYC y KLF4, que ayudan a mantener todos ellos la capacidad de auto-renovacion y la pluripotencia. El aumento de
fosfatasa alcalina y los niveles de telomerasa son también dos marcadores indicativos de la troncalidad de las
células embrionarias. Una vez comprobados todos estos marcadores de troncalidad en los eritroblastos primitivos
humanos puede ser posible identificar a qué etapa de diferenciacion pertenece en el proceso de hematopoyesis
primitiva y si se trata de una célula progenitora que puede auto-renovarse y diferenciarse mas o si se trata de una
célula terminalmente diferenciada ya.
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Morfologia del eritroblasto fetal primitivo (EFp)

El eritroblasto primitivo humano tiene una alta relacion nucleo-citoplasmica y tiene un tamafio mayor en comparacion
con los eritroblastos definitivos y comparte algunas propiedades comunes con los eritroblastos definitivos. Cabe
destacar que la alta relacién nucleo-citoplasmica es una caracteristica de las células madre embrionarias humanas
(Bongso et al 1994). Los eritroblastos primitivos sufren cambios morfolégicos en consonancia con la maduracion
definitiva de los eritroblastos. A medida que maduran los eritroblastos primitivos, se acumulan cantidades crecientes
de hemoglobina en su citoplasma (De la Chapelle et al., 1969), merman de tamafo (Henery et al., 1992), sus
nucleos se condensan progresivamente (Sasaki et al., 1985) y pierden filamentos intermedios con el nucleo libre
para moverse en el citoplasma (Sangiorgi et al., 1990). Un rasgo distintivo de los eritroblastos primitivos es que
circulan en la sangre en un estado nucleado, a diferencia de los eritroblastos definitivos que se enuclean antes de
entrar en la circulacion. Los eritroblastos primitivos aislados de la sangre materna de mujeres embarazadas tienen
una morfologia ligeramente diferente en comparacion con los del feto. Por lo general, poseen ntcleos picnoéticos que
estan muy condensados. Esto puede estar provocado por la diferencia en la concentracién de oxigeno entre la
sangre materna y la fetal (Babochkina et al., 2005).

EFp para DPNI

A pesar de las limitaciones del uso de células fetales en sangre materna para el DPNI, continuan los estudios sobre
su enriquecimiento, cultivo y eficiencia de PCR. El EF primitivo (EFp) del primer trimestre sigue considerandose un
candidato prometedor para el DPNI precoz ya que aparece al principio de la gestacién durante el primer trimestre,
tiene una semivida corta y puede distinguirse de los eritrocitos nucleados maternos utilizando marcadores de
hemoglobina embrionarios Unicos (Choolani et al., 2003). Sin embargo, al igual que otras células fetales, los EFp son
muy raros en la sangre materna. El problema del nimero de células presenta todavia dificultades para su utilizacion
en un diagnostico prenatal fiable, incluso si pueden enriquecerse con marcadores especificos. Lo que es mas, en el
ser humano, este tipo de eritroblasto no se ha estudiado de forma exhaustiva, probablemente, por su presencia
transitoria en el feto y su accesibilidad limitada. En las secciones que se exponen a continuacién, se describira la
informacién reciente a cerca de la naturaleza y las propiedades de los EFp y se explicaran algunos enfoques nuevos
sobre como se puede manipular este tipo de célula fetal para aumentar el nimero de células para DPNI.

Por consiguiente, segun un aspecto, se proporciona un método para identificar al menos un eritroblasto fetal
primitivo humano en una muestra, consistiendo dicho método en:

(i) proporcionar al menos una célula CD45 negativa nucleada a partir de la muestra; y

(ii) analizar la morfologia de dicha al menos una célula CD45 negativa nucleada por tincion del nucleo y
determinar la relacion entre el citoplasma y el nucleo, segun el area, de dicha al menos una célula con el nucleo
tefiido de una muestra, en donde si la al menos una célula CD45 negativa tiene una relacién entre el citoplasma
y el nucleo, segun el &rea, en el intervalo de 16:1 a 9:1 y al menos una de las caracteristicas seleccionadas entre

a. tener un diametro de célula dentro del intervalo de 10-20 ym;

b. no ser adherente dentro de una superficie celular no pegajosa lisa;
c. ser maleable; y/o

d. ser de forma globular,

la al menos una célula CD45 negativa se identifica como un eritroblasto fetal primitivo humano, en donde la muestra
se selecciona del grupo que consiste en sangre materna, sangre del cordén umbilical, liquido amniético, muestra de
vellosidades coriénicas, sangre fetal y tejido fetal, y en donde el eritroblasto fetal primitivo humano identificado se
puede cultivar.

Ventajosamente, estas caracteristicas pueden proporcionar una identificacion simple pero precisa de células fetales
en una muestra. Ademas, el método de identificacion del eritroblasto fetal de acuerdo con el aspecto de la presente
invenciéon expuesto puede proporcionar soluciones que incluyen:

- un método de seleccion, recogida y aislamiento de cada EFPh individual;

- un entorno de cultivo in vitro limpio y puro para observar, cultivar y estudiar el proceso de enucleacion de EFPh
aislado a partir de sangre materna;

- ayudar a extender el mantenimiento y/o la viabilidad de EFPh in vitro aisladas de sangre materna; y/o

- mejorar/potenciar la deteccion de genes que de otro modo podrian ser dificiles de detectar por la naturaleza
cerrada/condensada de los EFPh.

Los eritroblastos fetales pueden tener una relacién relativamente alta entre el citoplasma y el nacleo en vista de sus
nucleos altamente condensados y citoplasma grande. El eritroblasto fetal tendra una alta relacion entre el citoplasma
y el nucleo que oscila entre 16: 1 y 9: 1. La caracteristica de tener una relacion relativamente alta entre el citoplasma
y el nucleo (por area) permite ventajosamente la identificacion especifica y facil de eritroblastos fetales sin la
necesidad de recurrir a tincion celular especifica. Esto reduce ventajosamente la cantidad de tiempo y/o costes
requeridos para preparar la muestra antes del aislamiento. Sin limitar el alcance de la presente invencion, se cree
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que la caracteristica de una relacion alta entre el citoplasma y el nucleo se debe a los nucleos altamente
condensados y la naturaleza de un citoplasma grande del eritroblasto fetal.

El eritroblasto fetal identificado puede identificarse ademas por tener un didametro promedio dentro del intervalo de
10-20 ym, 12-18 ym o 14-17 ym. Mas particularmente, el eritroblasto fetal puede tener un diametro promedio de 15-
16 pm.

Otras caracteristicas que pueden utilizarse para identificar eritroblastos fetales incluyen la falta de adherencia y/o la
naturaleza globular de estos eritroblastos fetales. El eritroblasto fetal tiene una superficie celular suave y no
pegajosa y puede ser maleable durante la aspiracion de células hacia la micropipeta. El eritroblasto fetal también
puede tener una forma mas globular en comparacion con los glébulos rojos que son biconcavos. Estas
caracteristicas permiten que el eritroblasto fetal se pueda aspirar y expulsar facilmente con instrumentos como
pipetas sin dafar el eritroblasto.

Se puede utilizar un método de aislamiento de al menos una célula de una muestra, comprendiendo el método,
identificar la célula fetal de acuerdo con el método tal como se describe en la presente invencion y aislar la célula
fetal utilizando un medio capaz de aislar la célula fetal individual.

De acuerdo con un segundo aspecto, se proporciona un método para cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo
humano a partir de una muestra, comprendiendo dicho método:

(i) identificar al menos un eritroblasto fetal primitivo humano de acuerdo con la reivindicacion 1;

(i) aislar el al menos un eritroblasto fetal humano identificado en (i) utilizando un micromanipulador; y

(iii) cultivar el al menos un eritroblasto fetal humano aislado en (ii) en un medio que comprende IMDM (medio de
Dulbecco modificado con Iscove), 30 % de FBS (suero bovino fetal), 1 % de BSA (albumina de suero bovino,
10 moles/I B-mercaptoetanol, 100 pug/ml de trasferrina saturada con hierro.

Hay muchos protocolos disponibles para enriquecer eritroblastos fetales a partir de muestras de sangre materna,
como clasificacion de células activadas por fluorescencia, clasificacion de células activadas magnéticamente,
centrifugacion de gradiente de densidad, métodos basados en lectina y similares. Sin embargo, la recuperacién y la
pureza de las células diana a partir de estos protocolos pueden considerarse generalmente bajas. Los eritroblastos
fetales puros utilizados para las pruebas de diagnéstico prenatal son importantes para obtener resultados
precisos. Para abordar este problema, este método de aislamiento utiliza una técnica de micromanipulacion para
aislar EFPh individuales de la sangre materna.

El aislamiento de la célula fetal nucleada de mamifero de la muestra se puede realizar utilizando un
micromanipulador. La célula fetal puede ser un eritroblasto fetal primitivo o humano.

Se ha adoptado el concepto de micromanipulacion de los programas de fertilizacién in vitro en los que se utilizan 2
micropipetas; una para mantener el ovocito en la posicion correcta y el otro para recoger un solo espermatozoide
bajo el microscopio para ser inyectado en el ovocito. EI método de micromanipulacién utilizado en este punto
requiere solo una micropipeta que puede adaptarse con un diametro interno de entre 20 y 25 uym para ajustarse al
tamafo de la célula diana y un extremo plano para evitar dafos fisicos en las células.

Es posible obtener un eritroblasto fetal aislado de acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente invencion.
Micromanipulacién y cultivo de microgotas de eritroblastos fetales primitivos (EFp)

Ademas de los métodos de separacion en los que se utilizan gradientes de densidad y separacion de flujo para
mejorar el enriquecimiento y la pureza de los EF de la sangre materna, los métodos de micromanipulacién utilizados
en los programas de FIV para recoger espermatozoides individuales con micropipetas con el microscopio para la
inyeccion intracitoplasmatica en un ovocito (ICSI) seria un nuevo método de separacion de EFp de las células
maternas. Se desarrolld un sistema eficiente utilizando un sistema de micromanipulacion Zeiss-Narashige y
micropipetas de calibre 20 um para recoger EFp individuales. Ademas, se utilizaron 10 pl de microgotas de medio de
cultivo bajo aceite mineral equilibrado estéril (Sigma Chemical Co, MO) para albergar y observar la enucleacion de
EFp individual y llevar un seguimiento de su comportamiento celular y su crecimiento in vitro. Las microgotas de
medio de cultivo contenian poblaciones puras de EFp (Figura 1). Su comportamiento de crecimiento y nimero se
pueden rastrear con precision a lo largo del tiempo ya que no hay contaminacion de otros tipos de células
comunmente presentes en la sangre. Con este sistema de cultivo de microgotas, se pueden estudiar los efectos de
los diferentes entornos de gas, la composicion del medio, los mitégenos y los factores de crecimiento en los EFp
para desarrollar el entorno de cultivo 6ptimo para la expansién de los EFp.

Se han empleado gradientes de densidad y métodos de separacion de flujo para mejorar el enriquecimiento y la
pureza de los EF de la sangre materna. Sin embargo, estos métodos aun contendrian una mezcla de algunos tipos
de células distintas. Por el contrario, el método de micromanipulacion que se utiliza convencionalmente en los
programas de Fertilizacion In vitro (FIV) para recoger espermatozoides individuales con micropipetas con
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microscopio para la inyeccion intracitoplasmatica en un ovocito (ICSI) seria un método novedoso para separar EFPh
de las células maternas. Se desarrolld6 un sistema eficiente y limpio utilizando un sistema de micromanipulacién
Zeiss-Narashige y micropipetas de calibre 20 um para seleccionar, recoger y aislar EFPh individuales. Por otra parte,
se utilizaron microgotas de 10 pl de medio de cultivo bajo aceite mineral estéril equilibrado (Sigma Chemical Co, Se
us6 MO) para albergar y observar la enucleacién de EFPh individual y llevar un seguimiento de su comportamiento
celular y su crecimiento in vitro. Las microgotas de medio de cultivo contenian poblaciones puras de EFPh. La
combinacién de ambos métodos, concretamente, la micromanipulacion, para seleccionar, recoger y aislar EFPh
manualmente y el posterior cultivo de microgotas permite (1) estudiar el proceso de enucleacién y el comportamiento
de crecimiento, y (2) rastrear un numero fijo de células con precision a lo largo del tiempo y posiblemente prolongar
su viabilidad in vitro. Esta estrategia ofreceria un sistema muy limpio de cultivo de EFPh homogéneo para su uso en
futuros DPNI.

Manipulacion de EFp para DPNI
- Cultivo ex vivo de EFp

Durante muchos afios, muchos equipos de trabajo han intentado la expansién ex vivo en el cultivo de células fetales
de sangre materna para proporcionar un numero de células adecuado para un DPNI fiable (Tabla 1). Se han
empleado células precursoras eritroides fetales, células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales y
células precursoras endoteliales para dicho cultivo de expansién ya que tienen potencial para proliferar ex vivo. Sin
embargo, existen dos desafios principales en dicha expansion del cultivo: (1) enriquecer las pocas células fetales
diana a partir del gran numero de glébulos maternos y (2) desarrollar el sistema de cultivo 6ptimo que favorezca el
crecimiento de células fetales sobre las células maternas. Cuando se examiné el sexo de las células cultivadas
utilizando hibridacion in situ fluorescente (FISH), PCR y técnicas de tincién de hemoglobina fetal, la mayoria de las
células expandidas resultaron ser de origen materno a pesar de los diversos sistemas de cultivo utilizados (Chen et
al., 1998; Han et al., 1999; Bohmer et al., 2002). Esto fue mas probable debido a la escasez de células fetales en la
sangre materna. Un marcador especifico para distinguir las células fetales de las células maternas es, por lo tanto,
critico en la etapa de enriquecimiento. Es necesario desarrollar una combinacion éptima de citoquinas que permita el
crecimiento de células fetales sobre las maternas.

Ano Autores Tipo de célula Gestacion en N° de Ensayos
semanas muestras
1994 Loetal Células eritroides 11-20 5 FISH
1996  Valerio et al. BFU-E, CFU-E 14-16 8 PCR, FISH, HbF
1997  Little et al. Células CD34+ 10-13 42 FISH
1997  Valerio et al. BFU-E, CFU-E, CFU- 17 - 22 7* FISH
GEMM
1998 Chenetal. BFU-E, CFU-E 9-17 16 PCR, FISH, HbF
1999 Hanetal. Células CD71/GPA+ 10 1 PCR, HbF
1999 Bohmer et al. Glébulos rojos nucleados 18 1 FISH
2000 Jansen et al. Células CD34+ 7-16 65 FISH
2000 Valerio et al. Células eritroides 19 1* FISH
2000 Huber et al. Células eritroides 12,17 26 PCR, FISH,
HPLC
2000 Tutschek et al. BFU-E, CFU-GM 14 - 20 14 PCR
2001 Coata et al. Células CD34+ 11-16 31 PCR, FISH
2001 Han et al. Células eritroides 8-14 10 PCR, HbF
2002 Campagnoli et Células CD34+ 10-40 49 FISH
al.
2002 Zimmermahn et Células eritroides 13 -41 16 PCR
al.
2002 Manotaya et al. Células CD34+ 5-21 17 PCR, FISH
2002  Gussin et al. células precursoras 13- 26 13 FISH
endoteliales
2002 Bohmer et al. Glébulos rojos nucleados 11 - 25 25 PCR, FISH
2003 Donoghue etal. CMM Fetales 7-13 20 FISH

Tabla 1: Cultivo ex vivo de células fetales de sangre materna para diagnostico prenatal no invasivo (DPNI). " indica
trisomia

Hasta el momento no se ha realizado ningun estudio sobre el cultivo ex vivo de eritroblastos primitivos humanos del
primer trimestre de sangre materna. Esto se puede achacar a que los eritroblastos primitivos humanos son mas
predominantes al principio de la gestacion (Choolani et al., 2001; 2003), y el conocimiento generado para este tipo
de célula es limitado. Se desconoce el comportamiento del eritroblasto primitivo humano ex vivo, pero a partir de lo
que ya se conoce en la eritropoyesis primitiva murina, el eritroblasto primitivo en una etapa temprana de
diferenciacion puede proliferar durante unos cuantos ciclos para dar lugar a células hijas mas maduras (Palis et al.,
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2010). Por lo tanto, queda pendiente de estudio el perfil del ciclo celular de los eritroblastos primitivos en diferentes
semanas de gestacion y el porcentaje de células en varias fases mitoticas que pueden analizarse. Con dicha
informacién, es posible saber a qué edad gestacional los eritroblastos primitivos tienen un mayor potencial de
proliferacién para cultivo ex vivo para DPNI.

El método de cultivo de al menos un eritroblasto fetal primitivo humano puede comprender cultivar la célula en un
medio que comprende al menos un mitdégeno y/o al menos un factor epigenético. El medio de cultivo de la presente
invencion, mejora sorprendentemente la viabilidad de las células fetales in vitro. Sin al menos un mitdégeno y/o al
menos un factor epigenético, las células fetales no pueden cultivarse in vitro durante un periodo de tiempo
prolongado (es decir, mas de un dia). Por lo tanto, el medio puede tener la capacidad de aumentar la viabilidad de la
célula fetal.

- Mitégenos

Los mitégenos son sustancias quimicas que estimulan una célula para comenzar la divisién celular. Por lo general,
desencadenan rutas de sefalizacién, como la via de la proteina quinasa activada por mitdégenos (MAPK), que
conduce a la mitosis. Concanavalina A, fitohemaglutinina y mitdgeno de pokeweed son mitdgenos comunes que se
utilizan habitualmente para estimular la proliferacion de linfocitos en la medicina de laboratorio clinico. Tras la
exposicion a estos mitdogenos, se activan los linfocitos y pueden dividirse de nuevo y producir respuestas
inmunitarias. Dado que los EFp también son de un linaje sanguineo como los linfocitos, seria interesante examinar
los efectos de estos mitdbgenos en los EF para estimular la mitosis y aumentar el nimero de células para el
DPNI. Pueden activarse algunas vias de sefalizacién y, como resultado, estos mitdogenos pueden mejorar el
potencial proliferativo de EFp humano.

Los mitdégenos son sustancias quimicas que promueven la division celular. Las vias de la proteina quinasa activada
por mitdgenos (MAPK) y las vias reguladoras del ciclo celular estan influidas por estos mitégenos, que conducen a
mitosis. Algunos de los mitbgenos comunes utilizados para estimular la proliferaciéon de linfocitos son Concanavalin
A, fitohemaglutinina y mitégeno de pokeweed. Seria interesante examinar los efectos de estos mitégenos sobre los
EFPh para estimular la mitosis y aumentar el numero de células para DPNI. La activacion de MAPK y otras vias
reguladoras del ciclo celular a través de estos mitdbgenos puede mejorar el potencial proliferativo de EFPh. El
mitdgeno de pokeweed podria extender la viabilidad de los EF de manera significativa in vitro.

En particular, los mitogenos que se pueden utilizar en el medio de cultivo de acuerdo con cualquier aspecto de la
presente invencién incluyen, pero no se limitan a concanavalina A, fitohemaglutinina, lipopolisacarido (LPS), factores
de crecimiento de tipo insulina (IGF), mitogeno de pokeweed y/o similares.

- Factores epigenéticos/moléculas pequeias en cultivos ex vivo, mantenimiento y expansiéon de EFPh

Muchos equipos de trabajo han intentado la expansion ex vivo en cultivo de células fetales a partir de sangre
materna para proporcionar un numero de células adecuado para un DPNI fiable (Lo et al., 1994; Valerio et al., 1996;
Chen et al., 1998; Jansen et al. al., 2000; Han et al., 2001; Zimmerman et al., 2002; Donoghue et al., 2003). De los
diversos tipos de células fetales, el eritroblasto humano primitivo (EFPh) es una célula posible candidato para el
DPNI durante el primer trimestre, ya que estas células tienen marcadores de identificacion Unicos (globulina)
(Choolani et al., 2001; 2003). La enucleaciéon es un fenémeno natural en la maduracion de los eritroblastos fetales
murinos. Sin embargo, los conocimientos actuales sobre la maduracién, la enucleacion y otras propiedades de
eritroblastos primitivos humanos son limitados. Sin embargo, la retencién del nicleo dentro del citoplasma se hace
indispensable antes de que pueda realizarse un diagnostico genético por DPNI. Por lo tanto, es posible que sea
necesario retrasar el proceso de enucleacion de alguna forma si tiene lugar la enucleacién también en los seres
humanos. Estudios recientes sobre eritroblastos definitivos en ratones han demostrado que la desacetilacion de
histonas inducida por la histona desacetilasa (HDAC) desempefia un papel importante en la condensacion y
enucleacion nuclear de eritroblastos definitivos (Popova et al., 2009; Ji et al.,, 2010). Cuando se afadieron
inhibidores de la HDAC, como la tricostatina A, a los eritroblastos definitivos del ratén, se inhibieron la condensacién
nuclear y la enucleacién. Es necesario evaluar si los inhibidores de HDAC retrasan o no la enucleaciéon de los
EFPh. Los inhibidores de HDAC pueden descondensar el nucleo del EFPh. Es posible que esto pueda desempefar
un papel importante, que puede ser retrasar o prevenir la enucleacion y por tanto prolongar su viabilidad in vitro y por
tanto permitir el diagnéstico prenatal después del periodo de retraso de al menos 48 a 72 horas.

El eritroblasto primitivo es una buena célula diana para el DPNI del primer trimestre. La mayor parte del
conocimiento acerca de la naturaleza y las propiedades de los eritroblastos primitivos se obtienen a partir de
modelos murinos y, por lo tanto, es dificil sacar conclusiones sobre la maduracién, la enucleacion y oftras
propiedades de los eritroblastos primitivos humanos. Si los eritroblastos primitivos humanos se enuclean in vivo, es
posible que valga la pena estudiar este fendmeno in vitro para la aplicaciéon de un DPNI. El nucleo debe mantenerse
dentro del citoplasma antes de que se pueda realizar un diagnéstico genético y, por lo tanto, sera necesario retrasar
de alguna forma el proceso de enucleacion si la enucleacion tiene lugar in vitro. Estudios recientes sobre
eritroblastos definitivos en ratones han demostrado que la desacetilaciéon de histonas inducida por la histona
desacetilasa (HDAC) desempefia un papel importante en la condensacion nuclear y enucleacién de eritroblastos
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definitivos (Popova et al., 2009; Ji et al., 2010). Cuando se afadieron inhibidores de la HDAC, como la tricostatina A,
a los eritroblastos definitivos del raton, se inhibieron la condensacion nuclear y la enucleacion. Por lo tanto, cabria
preguntarse si los inhibidores de HDAC retrasen también la enucleacién de los eritroblastos primitivos. Los
inhibidores de HDAC pueden descondensar el nicleo del eritroblasto primitivo humano y pueden desempefiar un
importante papel en la enucleacion. Sin embargo, los mecanismos que hay detras de la enucleacion de eritroblastos
primitivos pueden ser diferentes de los del eritroblasto definitivo.

Los factores epigenéticos que pueden incluirse en el medio de cultivo incluyen, pero sin limitarse a ellos, al menos
un agente que promueve la descondensacion de un nucleo y/o al menos un agente que retrasa la enucleacion. El
agente que promueve la descondensacion de un nucleo puede ser un inhibidor de la histona deaceilasa que puede
incluir, pero sin limitarse a ellos, tricostatina A (TSA), acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA) o vorinostat,
belinostat, panobinostat, oxamflatina, depsipéptidos, trapoxinas, depudecina, MS-27-275, acido valproico, acido
butirico y apicidina. El agente que retrasa la enucleacién es el inhibidor de la ADN metil transferasa que puede
incluir, pero sin limitarse a ellos, 5-azacitidina, 5-aza-2-desoxicitidina, 1-B-D-arabinofuranosil-5azacitosina, dihidro-5-
azacitidina, zebularina, procaina, epigallocatequina -3-galato (EGCG), RG108, L-etionina, clorhidrato de
procainamida, psammaplinas, clorhidrato de hidralacina, oligonucle6tido MG98 y similares.

En particular, el método de cultivo de la célula fetal se puede llevar a cabo en condiciones normoxicas. Mas
particularmente, la célula fetal puede cultivarse en condiciones normdxicas con un nivel de oxigeno de
aproximadamente 18 %, aproximadamente 22 %, aproximadamente 19 %, aproximadamente 21% o
aproximadamente 20 %, aproximadamente 21,5 %.

En particular, el método para cultivar la célula fetal de acuerdo con la presente invencién mantiene la célula fetal en
un medio que puede ser capaz de aumentar la viabilidad del eritroblasto fetal. Mas particularmente, el medio puede
ser capaz de mantener la viabilidad celular del eritroblasto fetal durante al menos 48 horas, 72 horas, 1 semana, 2
semanas y similares.

En particular, el método para cultivar la célula fetal de acuerdo con la presente invencion puede mantener la célula
fetal en una microgotas. Mas particularmente, se pueden recubrir las microgotas con al menos un aceite. La
presencia del aceite puede prevenir la evaporacion y el enfriamiento rapido del medio de cultivo que contiene la
célula fetal.

El aceite que se puede usar en el método de cultivo puede incluir, sin limitarse a ellos, aceite mineral, aceite de
silicona, aceite vegetal, y similares. En particular, el aceite que se utilice de acuerdo con cualquier aspecto de la
presente invencion puede ser al menos un aceite mineral. El término "aceite mineral" se refiere a cualquier mezcla
ligera, inodora e incolora de alcanos en el intervalo de C15 a C40 de una fuente no vegetal. El aceite mineral, tal
como se emplea en el presente documento, es un aceite mineral equilibrado que se puede obtener cuando se
mezcla el aceite mineral con el medio de cultivo y se incuba hasta que todos los nutrientes del medio de cultivo se
han difundido en el aceite mineral, alcanzando asi el equilibrio en el contenido de nutrientes entre el aceite mineral y
el medio de cultivo.

El método de acuerdo con cualquier aspecto de la presente invencion puede incluir métodos para aislar y expandir
estos EFPh para su uso en un futuro DPNI. Estos incluyen (1) el uso de métodos de micromanipulacion para
seleccionar, recoger y aislar individualmente los EFPh, (2) el uso del método de cultivo de microgotas para purificar y
estudiar los EFPh de sangre materna como una poblaciéon celular homogénea, (3) el uso de mitégenos para
aumentar el nimero de EFPh y (4) el uso de factores epigenéticos/moléculas pequefias para descondensar el
nucleo y activar la transcripcion de genes para facilitar la proliferacién de EFPh. Todas estas nuevas estrategias
permiten un DPNI con éxito. Una vez que se recogen y aislan los EFPh, es posible enviarlos para las pruebas
genéticas si el niumero es suficiente o se pueden expandir utilizando un sistema de cultivo de microgotas in vitro
como se muestra en la Figura 1. La mayor parte de los equipos de trabajo han cultivado progenitores eritroides
fetales desde sangre materna en un gran volumen de medio en un disco Petri con vistas a que aumente el numero
de células fetales para el diagnostico, pero debido a la contaminacion de las células maternas fetales en cultivo, no
se ha logrado una amplificacion selectiva de células fetales sobre las maternas.

Se podria utilizar un método para promover y/o facilitar la proliferacion de al menos una célula fetal ex vivo,
comprendiendo dicho método el contacto de al menos un mitégeno con la célula fetal. En particular, el mitdgeno
puede seleccionarse del grupo que consiste en concanavalina A, fitohemaglutinina, lipopolisacarido (LPS), factores
de crecimiento de tipo insulina (IGF) y pokeweed. La célula fetal que se puede utilizar en el método de acuerdo con
la presente invencion puede ser eritroblastos fetales primitivos humanos.

En particular, la célula fetal puede ser un eritroblasto fetal. Mas en particular, la célula fetal puede ser un eritroblasto
fetal de mamifero. Ain mas en particular, la célula fetal puede ser eritroblasto fetal humano.

Un medio para cultivar al menos una célula fetal puede comprender al menos un mitégeno y/o al menos un factor

epigenético y/o el medio esta desprovisto de al menos un factor de crecimiento. En particular, el medio puede ser
capaz de aumentar la viabilidad del eritroblasto fetal. Mas en particular, el medio puede ser capaz de mantener la
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viabilidad celular del eritroblasto fetal durante al menos 48 horas.

En particular, el medio de cultivo puede comprender mitogeno que puede seleccionarse del grupo que consiste en
concanavalina A, fitohemaglutinina, lipopolisacarido (LPS), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) y
pokeweed. Mas en particular, el medio de cultivo puede comprender ademas un agente que retrasa la enucleacion
y/o promueve la descondensacién de un nucleo.

Reprogramacion nuclear de EFp
- Reprogramacion viral y no viral

Un avance reciente en el campo de la biologia de células madre ha sido la generacién de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC) a partir de células somaticas por expresién ectépica de una bateria de cuatro genes,
a saber, KLF4, OCT4, SOX2 y c-MYC (factores KOSM) (Takahashi et al., 2007). Ahora esta claro que las células
somaticas diferenciadas pueden revertirse al estado embrionario utilizando técnicas de reprogramacion nuclear que
incluyen transferencia nuclear de células somaticas (SCNT), fusion celular, extractos sin células y enfoque iPSC. En
la reprogramacion nuclear, el contenido de ADN celular no se perdera durante la diferenciacion celular, pero el
estado de transcripcion de todos los genes cambia de forma dinamica y constante por modificaciones epigenéticas
para adaptarse al papel funcional que desempefa la célula en una etapa de desarrollo en particular y en un
emplazamiento del cuerpo en particular. Después del informe de Takahashi et al. (2006), otro equipo de trabajo
demostré mas adelante que con el uso de LIN28 en lugar de KLF4 en los factores KOSM, se podian generar los
mismos iPSC a partir de células somaticas (Yu et al., 2007). Estos seis genes utilizados para la produccion de iPSC
desempefian un esencial papel en el mantenimiento de la pluripotencia y el potencial de auto-renovacién indefinido
en las células madre embrionarias. En las células diferenciadas, estos genes pueden haberse detenido o expresado
a niveles muy bajos para evitar potencias celulares innecesarias. Al introducir estos genes activos nuevamente en la
célula, se transcribiran y se traduciran a factores de transcripcion activos que actuan en el genoma celular y activan
ciertas expresiones genéticas, cambiando asi el perfil de transcripcién de la célula y revirtiéndolo de nuevo a un
estado embrionario. Inicialmente, se utilizaron los vectores retrovirales y lentivirales que llevan los factores de
reprogramacion para generar iPSC por su eficacia superior en el suministro de genes en comparacion con los
métodos de transfeccién no viral. Sin embargo, la integracién viral en el genoma de la célula hospedadora puede
conducir a mutagénesis de insercion, lo cual plantea problemas para su aplicaciéon clinica. Poco después del éxito de
la produccion de iPSC a partir de varios tipos de células somaticas, se desarrollaron rapidamente enfoques no
virales para evitar el uso de virus para la generacién de iPSC. En el sistema de transposo6n piggyback /transposasa
recientemente disefiado, se insertaron transgenes flanqueados por repeticiones terminales piggyBac en el genoma
hospedador y se eliminaron una vez establecida la pluripotencia (Woltjen et al., 2009). En este punto, no hubo
integraciéon gendmica residual en la célula hospedadora y, por lo tanto, el genoma de la célula huésped no se
cambié sino que se activd al estado embrionario. La transfeccion repetida transitoria de células con plasmidos
Unicamente también ha resultado en la generacién de iPSC, aunque la eficiencia fue extremadamente baja (Okita et
al., 2010). Ademas de los métodos basados en el transgen, el suministro directo de proteinas (Kim et al., 2009; Zhou
et al., 2009) y el ARN mensajero que codifica los factores de transcripciéon (Yakobov et al., 2010) también tuvieron la
capacidad de generar iPSC.

- Uso de moléculas pequeias para reprogramacion

Cabe destacar que se ha demostrado que muchas moléculas pequefas pueden potenciar significativamente la
eficiencia de la generacion iPSC (Li y Ding, 2009). Por ejemplo, al utilizar moléculas pequefias SB431542 y
PD0325901 para inhibir las vias de TGF y MAPK/ERK, los fibroblastos humanos podrian reprogramarse con los
factores KOSM con una eficiencia 200 veces mejorada (Lin et al., 2009). Algunas de las moléculas pequefas
pueden incluso reemplazar uno o mas de los factores de reprogramacion. Por ejemplo, se reprogramaron
fibroblastos humanos en iPSCs solo con OCT4, SOX2 y adicion de acido valproico (VPA) (Huangfu et al., 2008). El
acido valproico, un inhibidor de la HDAC, puede aumentar la acetilacion de histonas, activando asi la transcripciéon
de ciertos genes cuyos promotores fueron reprimidos previamente debido a la desacetilacion de histona. En un
estudio reciente, se reprogramaron queratinocitos humanos neonatales en iPSCs tnicamente con OCT4 y un coctel
de compuestos quimicos que modulan el estado epigenético, el metabolismo celular y las rutas de sefializacion (Zhu
et al., 2010). Cabe destacar que este estudio indicé que un cambio metabdlico en glucélisis anaerébica utilizado
principalmente por las células pluripotentes es importante para reprogramar las células soméaticas al estado
pluripotente. Las moléculas pequefias que modulan diferentes aspectos de las actividades celulares pueden
conducir en ultima instancia al objetivo de reprogramar las células con solo moléculas quimicas sin transgenes.

- Eficiencia de reprogramacion

Ademas de la cuestién de la seguridad, la eficiencia de la reprogramacion de la tecnologia iPSC constituye otra gran
preocupacion a la hora de considerar sus aplicaciones clinicas. Los métodos de reprogramacién mediados por virus
son mas eficientes que los métodos no virales, pero aun asi solo pueden alcanzar hasta un 1 % de eficiencia con la
ayuda de moléculas pequefas. Los enfoques no virales son mas idéneos, pero en general tienen una eficacia muy
baja que oscila entre el 0,001 % y el 0,01 % (Kiskinis y Eggan, 2010). La eficiencia de la reprogramacion también
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depende del tipo de célula diana. Las células menos diferenciadas, como las células progenitoras y las células
madre, pueden reprogramarse con una eficiencia mucho mayor en comparacién con los tipos de celulas
diferenciadas terminalmente, como los fibroblastos adultos de piel y los linfocitos de la sangre periférica. Esto es
probablemente debido al hecho de que en una célula totalmente diferenciada, se deben cambiar mas funciones
necesarias para la diferenciacion antes de que la célula pueda volver a un estado no diferenciado. Segun el
conocimiento actual, la reprogramacion de iPSC en si misma es un proceso estocastico, pero susceptible de
aceleracion (Hanna et al., 2009). El uso de moléculas pequeiias puede mejorar considerablemente la eficiencia de la
reprogramacion al preestablecer las células diana a un estado mas reprogramable que permita los efectos
inmediatos de los factores de reprogramacion en las células.

- Reprogramacion de célula para diagnéstico prenatal no invasivo (DPNI)

A medida que avance la tecnologia iPSC, se desarrollaran estrategias de reprogramacién mas seguras dirigidas a
una gama mas amplia de tipos de células con mayor eficiencia en un futuro préximo. Sera beneficioso en el campo
de la medicina fetal que la técnica iPSC se pueda aplicar a las células fetales. Las células fetales del liquido
amniotico y las vellosidades corionicas se han reprogramado con éxito en las iPSC (Ye et al., 2009) lo cual, a su vez,
puede diferenciarse en tejidos deseables para la terapia fetal intrauterina. Ademas, las células fetales pueden tener
una mayor eficiencia de reprogramacion para iPSC o requieren un nimero menor de factores de reprogramacion
que las células adultas debido a las mutaciones somaticas minimas y los niveles de expresion endégenos mas altos
de los factores de reprogramacion. La generacion iPSC a partir de sangre humana ha despertado un gran interés
recientemente ya que la sangre esta facilmente disponible y el procedimiento de extraccion no es tan invasivo. Las
iPSC se han generado con éxito a partir de células madre hematopoyéticas, linfocitos T y células mieloides (Staerk
et al., 2010), pero no a partir de células eritroides (Tabla 2). En las circunstancias de un DPNI que utilice células
fetales de sangre materna, si el reducido niumero de células fetales enriquecidas pudiera reprogramarse en iPSC
(Figura 2), el numero de células ya no serian un problema para realizar un diagnéstico fiable ya que las iPSC
resultantes seran proliferativas y al mismo tiempo pueden diferenciarse para terapias basadas en células. Dado que
el EFp es una célula diana idénea para DPNI, puede ser util aplicar varios métodos iPSC para ver si se puede
reprogramar y amplificarse su nimero a través de la generacion de colonias similares a CMEh que se dividen
activamente. Habria desafios técnicos en la produccién de iPSC a partir de pequefias cantidades de EFp, dada la
baja eficiencia general de la reprogramacion. A medida que la tecnologia de reprogramacién se vuelva mas y mas
eficiente, refinada y establecida, la manipulacion de las células fetales en la sangre materna tanto para DPNI como
para terapia basada en células fetales puede convertirse en una realidad en el futuro.

Tipo de célula Factores de Método de entrega Eficiencia Factores de
reprogramacion referencia

Células CD34+ de 40ct, Sox2, c-Myc, Vectores retrovirales 0,01 % - Loh YH et al,,

sangre periférica Kif4 0,02 % 2009

humana movilizadas

Sangre de cordén 40ct, Sox2, Nanog, Vectores Lentlvirales 0,01 % - HaaseA et

humano-células Lin28 0,03 % al.2009

endoteliales

derivadas

Sangre de cordon 40ct, Sox2, c-Myc, Vectores retrovirales 0,002 % - Glorgettl A, et

humano-células KLf4 0,007 % al., 2009

CD133+ derivadas

Linfocitos de raton Oct4, Sox2, c-Myc, vectores lentivirales 0,01 % - Hanna J et al.,

maduro B Klf4, c/EBP Q inducible con doxiciclina 0,1 % 2008

Linfocitos T Oct4, Sox2 c-Myc, vectores lentivirales 0,0002 % - Staerk J et al.,

humanos de sangre  Kif-4 policistrénicos inducible con 0,001 % 2010

periférica doxiciclina-

Tabla 2: Generacién de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) a partir de células sanguineas utilizando
métodos de reprogramacion viral.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar al menos un trastorno prenatal en un feto,
comprendiendo el método:

i. cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo de acuerdo con el segundo aspecto;
ii. determinar al menos un marcador genético asociado con el trastorno prenatal en el eritroblasto fetal;

en donde el método es in vitro.
La célula fetal es un eritroblasto fetal humano
El trastorno prenatal que se selecciona del grupo que consiste en sindrome de Down, sindrome de Edwards,

sindrome de Patau, un defecto del tubo neural, espina bifida, paladar hendido, enfermedad de Tay Sachs, anemia
de células falciformes, talasemia, fibrosis quistica, sindrome de X fragil, atrofia muscular espinal, distrofia mioténica,
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enfermedad de Huntington, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, hemofilia, distrofia muscular de Duchenne,
trastorno mitocondrial, exostosis multiple hereditaria y trastorno de osteogénesis imperfecta.

La muestra puede seleccionarse del grupo que consiste en tejido materno, sangre materna, sangre del cordén
umbilical, amniocitos, muestra de vellosidades coridnicas, sangre fetal, tejido fetal, y similares.

Las personas expertas en la materia apreciaran que la presente invencion puede ponerse en practica sin
experimentacién indebida de acuerdo con el método que se proporciona en el presente documento. Los métodos,
técnicas y productos quimicos son como se describen en las referencias dadas o de protocolos en manuales de
biotecnologia y biologia molecular convencionales.

Ejemplos

Se siguieron las técnicas de biologia molecular convencionales conocidas en la técnica y no descritas
especificamente generalmente tal como se describe en Sambrook y Russei, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, Nueva York (2001).

En lo expuesto hasta aqui, se describen realizaciones preferentes, que, tal como entenderan las personas expertas
en la técnica, pueden estar sujetas a variaciones o modificaciones en cuanto al disefio, la construccion o el
funcionamiento sin por ello apartarse del alcance de las reivindicaciones. Se pretende que dichas variaciones, por
ejemplo, queden cubiertas por el alcance de las reivindicaciones.

Ejemplo 1
Método de seleccidn, recogida y aislamiento de cada EFPh individual

Durante el proceso de recogida de células, se siguieron algunos criterios para ayudar a identificar los EFPh de la
poblacién en masa de glébulos rojos adultos y otros tipos de células nucleadas. Estos criterios se desarrollaron
sobre la base de estudios realizados en EFPh aislados de tejidos placentarios en las semanas gestaciones 8 a
10. Dichos criterios fueron: 1) los EFPh tienen un diametro promedio de 15-16 um, que es aproximadamente el doble
del diametro de los RBC; 2) los EFPh son células nucleadas, por lo que pueden distinguirse de los RBC por tincién
nuclear; 3) los EFPh son CD45negativos. Se puede utilizar inmunotincién de una sola etapa con FITC anti-CD45
para excluir a los gldébulos blancos CD45 positivos que constituyen la mayoria de las células nucleadas
contaminantes; 4) los EFPh son células no adherentes con una superficie celular no pegajosa lisa; 5) son bastante
maleables durante la aspiracion celular en la micropipeta; 6) los EFPh tienen una alta relacién entre el citoplasma y
el nucleo (por area) que varia de 16: 1 a 9: 1, debido a sus nucleos altamente condensados y citoplasma grande; y
7) los EFPh son generalmente de forma mas globular en comparaciéon con los RBC que son biconcavos.

Sobre la base de los criterios anteriores, se identificaron las células como EFPh y se separaron mediante la
metodologia de cultivo de micromanipulacién-microgotas como se describe en la Figura 1, que describe la
metodologia de cultivo de micromanipulacién-microgotas para el aislamiento de eritroblastos fetales primitivos (EFp)
de una muestra de vellosidades coriénicas. Brevemente, A: se proporcioné una poblacion heterogénea de células en
un CVS que se encuentra en el centro de la gota grande (flecha) que se sometié previamente a la separacién con un
gradiente de Percoll. Ai: imagen de contraste de fase en aumento de la poblacién celular heterogénea antes de la
micromanipulacion. B, C: Se recogieron individualmente EFp de CVS en la gota central grande utilizando una
micropipeta de 20 pm y un micromanipulador Zeiss-Narashige con microscopio y se transfirieron a gotas de 10ul de
microcultivos de bajo aceite mineral estéril en la periferia para obtener poblaciones homogéneas de EFp. Ci:
Imagenes de contraste de fase en aumento de EFp en las gotitas de microcultivo periférico que se pueden controlar
individualmente. D: vista en seccion transversal que presentan las gotitas de microcultivo de medio en una placa
Petri (60 mm) cubierta por una capa delgada de aceite mineral equilibrado.

Entorno de cultivo in vitro

Se utilizé un entorno de cultivo in vitro limpio y puro para observar, cultivar y estudiar el proceso de enucleacion de
EFPh aislado de sangre materna. Después de aislar los EFPh de la sangre materna, fue posible enviar los EFPh
para las pruebas genéticas cuando el nimero fue suficiente o se pudo expandir utilizando un sistema de cultivo de
micropipetas in vitro (Figura 1). El sistema de cultivo de microgotas se adapté de los programas de fertilizacién in
vitro en los que se cultivaron ovocitos y embriones en un pequefio medio de medio de cultivo. Este sistema de
cultivo de microgotas permitié el cultivo in vitro de una poblacién pura de EFPh en una gota de medio 10ul cubierta
con aceite mineral equilibrado para evitar la evaporacion. Cabe destacar que esto permitié la observacién in vitro, el
rastreo y el estudio del comportamiento biolégico de cada EFPh, como la enucleacién celular, por tincion y el rastreo
del nucleo. Esto fue posible ya que se cultivé individualmente cada EFPh en cada gota de medio de cultivo. EI medio
utilizado para el cultivo celular se prepar6 en el laboratorio con una composicion de IMDM (medio de Dulbecco
modificado de Iscove) + FBS al 30 % (suero bovino fetal) + BSA al 1 % (alblimina de suero bovino) + 10 mol/l de B-
mercaptoetanol + 100 g/ml de transferrina saturada de hierro + 1 % AA (antibidtico antimicotico).

Se utilizd el sistema de cultivo de microgotas para mantener la viabilidad de EFPh in vitro optimizando sus
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condiciones de cultivo. La viabilidad celular se midid mediante el recuento celular, es decir, contando el numero de
células viables y células muertas en cada punto temporal. Las células viables presentaron una membrana
plasmatica clara y diferenciada con microscopia de contraste de fase, mientras que las células no viables
presentaron membranas desintegradas que hacian el nucleo mas evidente.

Las condiciones de cultivo se optimizaron para los EFPh aislados de los tejidos placentarios y se observo que los
EFPh sobrevivian mejor en un entorno norméxico que en el gaseoso hipoxico (Figura 3). Ademas, el mitdgeno
Pokeweed ayud6 a mantener la viabilidad de los EFPh durante un periodo prolongado en el cultivo, tuvo un efecto
protector sobre los EFPh y disminuyé la muerte celular, tal como se muestra en la Figura 4. El uso del sistema de
cultivo de microgotas extendié asi el mantenimiento y viabilidad de EFPh aislados in vitro de sangre materna.

Descondensacion del nicleo

La deteccion de genes que serian dificiles de detectar si no debido a la naturaleza cerrada/condensada de los EFPh
se hizo posible por descondensacion del nucleo de los EFPh aislados. El nucleo de EFPh estda normalmente muy
condensado y siempre ha causado dificultades para detectar los genes especificos para el diagnéstico prenatal. Se
utilizaron un inhibidor de histona deacetilasa y un inhibidor de ADN metil transferasa para descondensar o remodelar
la estructura de la cromatina de los EFPh. Después de tratar las células con estos factores epigenéticos, se
increment6 el nivel de acetilacion de histonas y se redujo el nivel de trimetilacion de histonas, lo cual dio como
resultado una estructura de cromatina menos condensada (Figura 5). Para evaluar los efectos de los factores
epigenéticos en la deteccion de genes, se amplifico el genoma de los EFPh tratados y no tratados y se midieron el
numero de copias de la beta-globina humana (HBB) y la region Y (SRY) determinante del sexo por PCR
cuantitativa. Los resultados mostraron que, en promedio, en comparacién con los EFPh no tratados, los tratados con
inhibidor de histona deacetilasa tenian un mayor numero de copias de HBB vy los tratados con ADN metil transferasa
tenian un mayor numero de copias de SRY (Figura 6).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar al menos un eritroblasto fetal primitivo humano en una muestra, comprendiendo el
método

(i) proporcionar al menos una célula nucleada CD45 negativa a partir de la muestra; y

(i) analizar la morfologia de dicha al menos una célula nucleada CD45 negativa por tincion del nacleo y
determinar la relacion entre el citoplasma y el nucleo, segun el area, de dicha al menos una célula con el nucleo
tefiido de la muestra, en donde si la al menos una célula CD45 negativa tiene una relacién entre el citoplasma y
el nucleo, segun el area, en el intervalo de 16:1 a 9:1 y al menos una de las caracteristicas seleccionadas entre

a. tener un diametro de célula dentro del intervalo de 10-20 ym;
b. no ser adherente a una superficie celular no pegajosa lisa;

c. ser maleable; y/o

d. ser de forma globular,

la al menos una célula CD45 negativa se identifica como un eritroblasto fetal primitivo humano, en donde la muestra
se selecciona del grupo que consiste en sangre materna, sangre del corddén umbilical, liquido amniético, muestra de
vellosidades coriénicas, sangre fetal y tejido fetal, y en donde el eritroblasto fetal primitivo humano identificado se
puede cultivar.

2. Un método para cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo humano a partir de una muestra, comprendiendo
dicho método:

(i) identificar al menos un eritroblasto fetal primitivo humano de acuerdo con el método de la reivindicacion 1;

(ii) aislar el al menos un eritroblasto fetal humano identificado en (i) utilizando un micromanipulador;

y

(iii) cultivar el al menos un eritroblasto fetal humano aislado en (ii) en un medio que comprende IMDM (medio de
Dulbecco modificado con Iscove), un 30 % de FBS (suero bovino fetal), un 1 % de BSA (albumina de suero
bovino), 10 moles/I B-mercaptoetanol, 100 ug/ml de trasferrina saturada con hierro.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el método se lleva a cabo en condiciones normoxicas.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3, en donde el eritroblasto fetal se mantiene en
una microgota.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la microgota esta recubierta de al menos un aceite
mineral.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el medio es capaz de aumentar
la viabilidad del eritroblasto fetal.

7- El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde el medio es capaz de mantener
la viabilidad celular del eritroblasto fetal durante al menos 48 horas.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el medio de cultivo comprende al menos un mitégeno y/o
al menos un factor epigenético, en donde el mitdgeno se selecciona del grupo que consiste en concanavalina A,
fitohemaglutinina, lipopolisacarido (LPS), factores de crecimiento de tipo insulina (IGF) y mitbgeno pokeweed y/o el
al menos un factor epigenético es al menos un inhibidor de histona deacetilasa y/o al menos un inhibidor de ADN
metil transferasa.

9. Un método de diagnostico de al menos un trastorno prenatal en un feto, comprendiendo el método:

i. cultivar al menos un eritroblasto fetal primitivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8;
ii. determinar al menos un marcador genético asociado al trastorno prenatal en el eritroblasto fetal; en donde el
método es in vitro.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde el trastorno prenatal se selecciona del grupo que
consiste en sindrome de Down, sindrome de Edwards, sindrome de Patau, un defecto del tubo neural, espina bifida,
paladar hendido, enfermedad de Tay Sachs, anemia de células falciformes, talasemia, fibrosis quistica, sindrome de
X fragil, atrofia muscular espinal, distrofia miotonica, enfermedad de Huntington, enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth, hemofilia, distrofia muscular de Duchenne, trastorno mitocondrial, exostosis multiple hereditaria y trastorno de
osteogénesis imperfecta.
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