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FunpamenTo: Se ha implicado la existencia
de microquimerismo fetal (MQF) en la etio-
patogenia de la CBP. El objetivo de este es-
tudio fue determinar la presencia de MQF
en pacientes diagnosticadas de CBP.
PACIENTES Y METODO: Se estudié la presencia
de MQF en 28 mujeres, 14 con CBP y 14
controles sanos. Se extrajo ADN a partir de
células de sangre periférica, y mediante re-
accioén en cadena de polimerasa se detectd
una secuencia especifica de cromosoma Y,
que se confirmé por analisis Southern blot.
ResuLtADOS: Se detecté MQF en un (nica
paciente diagnosticada de CBP (7%) y en
niguln caso del grupo control.

CONCLUSIONES: La presencia de MQF no pa-
rece desempefar un papel importante en la
patogenia de las pacientes con CBP.
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Fetal microchimerism in patients
with primary biliary cirrhosis

BAckGROUND: Fetal microchimerism (FM)
has been implicated in the pathogenesis of
primary biliary cirrhosis (PBC). The aim of
the study was to investigate the presence of
FM in PBC patients.

PATIENTS AND METHOD: FM was studied in 28
women, 14 with PBC and 14 healthy con-
trols. DNA was extracted from peripheral
blood cells, and a PCR analysis to detect a
specific Y-chromosome sequence was per-
formed. Specificity was confirmed by Sou-
thern-blot analysis.

ResuLts: The Y-chromosome sequence was
amplified from peripheral-blood cell DNA in
only one PBC patient and in none of the
controls.

ConcLusions: FM does not seem to play a
major role in patients with PBC.
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La etiopatogenia de las enfermedades
autoinmunes es poco conocida. Se argu-
menta que la existencia de un factor ex-
terno (virus, agentes fisicos, farmacos)
sobre un sustrato genético favorable pro-
vocaria la eclosion de la enfermedad au-
toinmune. Sin embargo, recientemente,
algunos autores han intentado explicar la
aparicion de estas enfermedades a partir
de la existencia de un fenémeno de aloin-
munidad: la persistencia de microquime-
rismo fetal'?. Es conocido que a partir del
flujo de elementos celulares entre la ma-
drey el feto a través de la circulacion pla-
centaria, algunas células fetales se im-
plantan en la madre y persisten durante
afios. Se cree que en ocasiones estas cé-
lulas fetales —que pueden ser identificadas
a partir del cromosoma Y cuando el feto
es un varon— son capaces de desencade-
nar un auténtico fenémeno de aloinmuni-
dad cronica similar al que tiene lugar en
algunos pacientes que reciben un tras-
plante alogénico de progenitor homocigo-
tico (TPH), dando lugar a la enfermedad
cronica del injerto contra el huésped, la
cual se caracteriza por alteraciones clini-
cas e inmunoldgicas, en ocasiones indis-
tinguibles de enfermedades autoinmunes
como la esclerodermia, el sindrome de
Sjogren, la miopatia inflamatoria o la ci-
rrosis biliar primaria (CBP).

La existencia de microquimerismo fetal
en pacientes con CBP y su importancia en
la patogenia de esta enfermedad autoin-
mune es un tema ampliamente debatido®”.
En este estudio se analiza la presencia y
significado clinico del microquimerismo
fetal en una serie de pacientes (mujeres)
diagnosticadas de CBP.

Pacientes y método

Se recogieron muestras de sangre de 28 mujeres con
historia de al menos un descendiente varén: 14 mu-
jeres diagnosticadas de CBP y 14 controles sanos de
sexo femenino de similar edad y nimero de hijos. No
existian antecedentes de abortos, transfusiones san-
guineas ni trasplante en niguna de ellas. El diagnésti-
co de CBP se establecié ante la presencia de una
biopsia hepética compatible, valores de fosfatasa al-
calina 2 veces por encima de su valor normal y anti-
cuerpos antimitocondriales positivos a titulo superior
a 1:320.

A continuacién se detallan las diferentes etapas se-
guidas para efectuar el estudio de microquimerismo.
Todas las técnicas descritas se realizaron por perso-
nal de sexo femenino con el fin de evitar cualquier
tipo de contaminacion por células del sexo masculi-
no:

— Extraccion de ADN a partir de células de sangre
periférica. Un total de 40 ml de sangre venosa perifé-
rica preservada en é&cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) fueron extraidos de pacientes y de controles.
Se utilizd una solucion de ACK (0,15 M NH,CI, 1
mmol KHCO;, 0,1 mmol sal disédica de EDTA, pH
7,2) para eliminar los eritrocitos. La sangre fue incu-
bada con ACK en una relacion de 1:2 (5 ml de san-
gre con 10 ml de ACK) durante 15 min; después de
centrifugar durante 5 min a 3.000 rpm, el sedimento
fue resuspendido en 1 ml de ACK y centrifugado du-
rante 2 min a 3.000 rpm; una vez mas, el sedimento
fue resuspendido en 1 ml de ACK y centrifugado
como anteriormente. Por ultimo, se efectud un lavado
con 1 ml de solucion salina de tampon fosfato (PBS)
durante 2 min; a 6.000 rpm. El sedimento se guardd
en diferentes alicuotas a —20 °C.

El ADN se extrajo con el equipo QlAamp DNA Blood
Maxi Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania), tras re-
disolver el sedimento celular en 10 ml de PBS. Para
conseguir la maxima concentracién, 1 ml del eluido
final que contenia el ADN se volvié a cargar en la co-
lumna, se incubd y se centrifugd siguiendo las ins-
trucciones del proveedor.

— Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
detectar una secuencia especifica del cromosoma Y.
Se llevé a cabo una PCR anidada para detectar una
secuencia especifica de copia Unica del cromosoma
Y. GeneCraft (Heidelberg, Alemania) suministré todos
los reactivos excepto los cebadores, que fueron sumi-
nistrados por Cruachem Ltd (Glasgow, Reino Unido).
Se tomaron medidas estrictas para prevenir contami-
naciones, incluyéndose cada vez un control positivo
(ADN de varén) y un control negativo (agua). Se efec-
tuaron distintas diluciones mezclando ADN femenino
y masculino y pudimos determinar que una sola cé-
lula de un individuo varén podia detectarse entre 5 x
10° células femeninas. Asf pues, las PCR se desarro-
llaron con 3 mg de ADN total (una cantidad mayor
parecia inhibir la reaccion, es decir, el ADN masculi-
no no era detectado) (fig. 1). Aparte del ADN, cada
reaccion contenfa 200 uM de dNTPs, 1,5 mM MgCl,,
uno por tampén de Taq polimerasa, 0,3 unidades de
Taq polimerasa, y 18,75 pmol de los cebadores P1y
P2 (P1: 5 CTAGACCGCAGAGGCGCCAT 3'; P2: &
TAGTACCCACGCCTGCTCCGG 3'). Se llevaron a cabo
reacciones de 25 pl en un termociclador Whatman
Biometra Tgradient (Goettingen, Alemania) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94 °C du-
rante 5 min; veinte ciclos de amplificacién que con-
sistian en 1 min a 94°C, 1 min a 64,4 °Cy 2 min a
72 °C, y 7 min adicionales a 68°C. Para la segunda
PCR cada tubo de reaccion contenia 1 pl de la pri-
mera PCR y se emplearon condiciones similares,
siendo los cebadores utilizados el P3 y el P4 (P3: 5’
CATCCAGAGCGTCCCTGGCTT 3; P4: 5'CTTTCCA-
CACGCCACATTTGTC 37, la temperatura de anilla-
miento de 64 °C, y el nimero de ciclos de 25. Es im-
portante destacar que se emplearon mas de cinco
alicuotas por paciente. Se cargaron 10 pl en un gel



de agarosa al 2% y el producto de amplificacion (esto
es, una banda de 298 pb) fue visualizado tras tefiir
con SIBR Green (Sigma, Madrid, Espafia).

— Confirmacion especifica del producto de PCR. Se
efectué un estudio de Southern blot mediante
transferencia por capilaridad en una membrana de
nailon cargada (HybondY-N+) (Amsterdam Phar-
macia Biotech, Uppsala, Suecia). Se empled una
sonda especifica biotinilada en su extremo 5 (5
CAGCTCGGCTTCGATGTGACTCTT 3’) (Cruachem)
para hibridar con el producto de PCR transferido a la
membrana. Los equipos North2SouthY Chemilumi-
niscent Nucleic Acid Hybridization and Detection Kit
de Pierce (Rockford, IL, EE.UU.) se utilizaron si-
guiendo las instrucciones de los proveedores y la qui-
mioluminiscencia se detect6 tras la exposicién en un
film CL-X PosureY (Pierce).

Resultados

Las 14 mujeres diagnosticadas de CBP
tenian una edad media de 54,1 afios,
con limites de 31 y 70 afios. La edad me-
dia de los 14 controles sanos de sexo fe-
menino fue de 48,7 afios, con limites en-
tre 32 y 65 afios. No existian diferencias
significativas entre el numero de hijos va-
rones entre ambos grupos. No hubo an-
tecedentes de abortos, transfusiones san-
guineas ni trasplante en ninguna de las
28 muijeres.

Unicamente se observd ADN especifico
del cromosoma Y en las células de san-
gre periférica de una paciente con CBP
(IC del 95, 0,18-33,87%), mientras que
no se detectd en ninguna de las 14 muje-
res del grupo control (IC del 95%, 0,00-
23,16). El estudio mediante la técnica de
Southern blot confirmé que el producto
amplificado era especifico del cromoso-
ma Y. Asi pues, la incidencia de micro-
quimerismo fetal en este grupo de pa-
cientes con CBP fue del 7%.

Discusion

Es bien conocido que algunas de las ma-
nifestaciones de la enfermedad cronica
del injerto contra huésped (EICHc) son
similares a las que presentan pacientes
con enfermedades autoinmunes, espe-
cialmente la esclerodermia, el sindrome
de Sjogren y la CBP. Recientemente se
ha planteado la hipétesis de que la per-
sistencia de células fetales en la circula-
cioén materna (microquimerismo fetal) po-
dria dar lugar a una reacciéon injerto
contra huésped que acabara desencade-
nando una enfermedad autoinmune?8°.
Los resultados publicados hasta ahora
son confusos y contradictorios. Si bien
inicialmente en algunas enfermedades,
como la esclerodermia, parecia existir
una asociacion evidente con la presencia
de microquimerismo fetal', esto no ha
sido posteriormente confirmado por otros
autores'®. En los pacientes con CBP los
resultados son también contradictorios.
Esta enfermedad, como otras afecciones
autoinmunes, es mas frecuente en las
mujeres y su incidencia aumenta en los
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Fig. 1. Sensibilidad de la PCR; 6 pg (aproximadamente una célula masculina) se detectaron entre 500.000
células femeninas; 1,5 ug (carriles 1 al 6) o 4,5 mg (carriles 11 al 15) de ADN femenino se mezclaron con
distintas cantidades de ADN masculino. Carriles 1 al 6: sin ADN masculino, 6 ng, 600 pg, 60 pg, 6 pg, 0,6 pg
(se obtuvieron resultados similares cuando se usaron 3 mg de ADN femenino); carriles 11 al 15: sin ADN
masculino, 6 ng, 600 pg, 60 pg, 6 pg, 0,6 pg; carriles 7 al 17: PCR efectuada con 6 pg de ADN masculino;
carriles 8 al 18: PCR efectuada con 0,6 pg de ADN masculino; carriles 9 al 16: control negativo (agua); carril

10 vacio.

afios posteriores al embarazo. Histoldgi-
camente, se caracteriza por la lesion del
conductillo biliar mediada por linfocitos,
lesion similar a la que aparece en los pa-
cientes con EICHc tras un TPH. Asimis-
mo, muchos de estos pacientes presen-
tan alteraciones cutaneas parecidas a la
esclerodermia y un sindrome seco similar
al que aparece en los pacientes con sin-
drome de Sjogren primario. Todo ello su-
giere que los mecanismos patogénicos
podrian ser comunes en estas enferme-
dades. Sin embargo, los estudios existen-
tes hasta ahora no son concluyentes.
Rubbia-Brandt et al®, en un estudio de
10 mujeres con CBP, mediante técnicas
de hibridacion in situ (FISH) no encontra-
ron cromosoma Y en el tejido hepatico de
ninguna de las pacientes estudiadas,
aunque hay que tener en cuenta que so-
lamente 5 de ellas presentaban descen-
dencia de sexo masculino. Por el contra-
rio, Fanninng et al* si que detectaron
la presencia de células masculinas en la
biopsia hepatica de 8 de 19 pacientes de
sexo femenino diagnosticadas de CBP,
pero no en los 18 casos estudiados a
partir de células mononucleares de san-
gre periférica, aunque si en uno de los
18 controles. Otros estudios al respecto
hallaron una mayor prevalencia del feno-
meno del microquimerismo (22-70%),
sin diferencias entre controles y pacien-

tes con CBP®. Nuestros resultados coin-
ciden, pues, con los hasta ahora publica-
dos, ya que en so6lo una de las pacientes
con CBP se detect6 la presencia de célu-
las masculinas.

Aunque existen importantes diferencias
en los porcentajes de pacientes que pre-
sentan microquimerismo fetal, no se
confirma una mayor prevalencia en las
pacientes con CBP, al menos estadistica-
mente significativa en la deteccién del
mismo a partir de células mononucleares
de sangre periférica o tejido hepético. Sin
embargo, el tamafio de la muestra utiliza-
do en estos estudios, incluido el nuestro,
podria ser demasiado pequefio para per-
mitir alcanzar diferencias significativas. El
estudio del microquimerismo fetal a partir
de la deteccion de células del sexo mas-
culino obliga a una seleccion estricta de
los pacientes incluidos en el estudio, que
han de ser de sexo femenino, tener hijos
varones y no presentar antecedentes de
abortos, transfusiones o trasplantes que
pudieran explicar una fuente alternativa
de microquimerismo. Ello hace que las
muestras estudiadas sean reducidas. Las
caracteristicas genéticas de las poblacio-
nes estudiadas, la facilidad de contami-
nacion a partir del personal de laboratorio
de sexo masculino debido a la extraordi-
naria sensibilidad de la técnica (PCR) y el
empleo de técnicas cualitativas o cuanti-
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tativas (numero de células masculinas
encontradas por millén) contribuye a ex-
plicar estas diferencias. Cabe precisar
que en este estudio se ha utilizado una
técnica semicuantitativa que permite de-
tectar la presencia de una célula mascu-
lina entre 5 x 10° células del sexo feme-
nino, sensibilidad similar a la obtenida en
otros estudios.

A la luz de los resultados obtenidos en
pacientes con CBP, el microguimerismo
fetal parece un hecho fisiolégico sin ma-
yor repercusion clinica, aunque no puede
descartarse un determinado papel en la
patogenia de las enfermedades autoin-
munes. Sera importante en el futuro ho-
mogeneizar las técnicas y realizar estu-
dios de microquimerismo no solo fetal
sino materno, tal como ya se ha puesto

772  Med Clin (Barc) 2002;119(20):770-2

de manifiesto en estudios sobre miositis
juveniles, con el fin de determinar el ver-
dadero significado del microquimerismo.
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