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RESUMEN

El estudio no invasivo del material genético fetal es hoy en dlia
una realidad. Mediante el uso de tecnologia de avanzada, se
puede actualmente determinar el grupo Rh fetal, el sexo fe-
tal y trastornos genéticos fetales. El NIPD (Non Invasive Prenatal
Diagnosis) ha generado revuelo en la comunidad cientifica de-
bido a las grandes perspectivas que se abren desde el punto
vista del manejo de las pacientes. En este articulo se presenta
el desarrollo que ha tenido el NIPD y sus aplicaciones clinicas
actuales.
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SUMMARY

Nowadays, the non invasive study of fetal genetic material
is a reality. By using advanced technology, you can now
determine fetal Rh group, fetal sex, and determine fetal
genetic disorders. NIPD (non invasive prenatal diagnosis)
has generated a stir in the scientific community due to the
great prospects opening up from the point of view of patient
management. In this review you can see the development
that has taken the NIPD and current clinical applications.
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INTRODUCCION

La posibilidad de tener acceso de manera no invasiva al material
genético fetal ha sido un objetivo largamente anhelado por aquellos
que se dedican a la medicina fetal. Los enfoques que se han utilizado
para la obtencidn de este material se han basado principalmente en
() la deteccion de células nucleadas fetales en sangre materna; (Il)
el aislamiento de elementos celulares del trofoblasto fetal desde el
canal endocervical; y (Ill) el andlisis de material genético del feto
presente en el plasma materno. En esta revision se intentara resumir
el desarrollo que ha tenido el Diagnéstico Prenatal No Invasivo o
NIPD (por sus siglas en inglés) y su aplicacién en el manejo clinico
de las pacientes.

Células fetales en la sangre materna

Se sabe que las células fetales estan presentes en la sangre materna
desde hace muchos afios, sin embargo su utilizacién en clinica ha
sido decepcionante. Una de las principales razones de la falta de
éxito en su utilizacion para NIPD es el hecho de que las células
fetales constituyen una pequefia proporcion de la poblacion total
de células en sangre materna, estimandose que a las 12 semanas,
hay aproximadamente una célula fetal en circulacién materna por
cada 10.000 a 1.000.000 de células maternas, lo que se traduce
en que solamente existen +/- 20 células fetales en 20 ml de sangre
materna (1). Esto asociado a la falta de técnicas que logren aumentar
la separacion de estas células, hacen por el momento inviable esta
forma de diagndstico prenatal (2).
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Células trofoblasticas en muestras de cuello uterino

Un enfoque alternativo a la deteccion de células fetales nucleadas en
el plasma materno, es la deteccidn de células trofoblasticas en el canal
endocervical o en el moco cervical por medio de irrigacién o aspiracion.
Las células trofoblasticas recuperadas en muestras transcervicales se
han utilizado con éxito para el diagnéstico prenatal fetal del genotipo
Rh (D) y en algunas alteraciones genéticas, como las que causan
talasemia y anemia falciforme (3). Sin embargo, hay algunos problemas
que deben ser resueltos antes de que esta técnica pueda ser usada para
el diagndstico prenatal en clinica. Uno de ellos es la marcada variacion
en la proporcion de células fetales encontradas en el canal endocervical,
la cual oscila en diferentes informes entre un 4 y 80%. Esta diferencia,
depende principalmente del método utilizado para recuperar las células
(riesgo 0 aspiracién transcervical de moco cervical) y la variabilidad
dependiente del operador (4). Un segundo problema es que esta técnica
es al menos minimamente invasiva. Sin embargo, las pacientes que han
sido sometidas a este procedimiento no refieren mayor incomodidad,
siendo comparable a la toma de un frotis cervical (4).

Acidos nucleicos fetales libres en sangre materna

En la Ultima década se ha mostrado la presencia de acidos nucleicos
fetales libres en el plasma materno (cffDNA por su sigla en inglés) (5) y
este fenémeno ha sido rapidamente utilizado en el manejo clinico de las
pacientes. El origen de estas moléculas presentes en el plasma materno
no es un tema completamente resuelto, pero hoy en dia, existen pruebas
contundentes que apoyan la idea de que la placenta es la principal
fuente de cffDNA (4) producto de la apoptosis de células trofoblésticas,
con la consecuente liberacion de acidos nucleicos fetales a la circulacion
materna.

La persistencia de células fetales en la sangre materna y médula 6sea (6)
genero preocupacion en un principio, debido a que el cffDNA detectado
en plasma materno pudiera corresponder a embarazos previos. Sin
embargo, la evidencia actual confirma que el ADN fetal circulante se
elimina rapidamente de la sangre materna a las pocas horas de ocurrido
el parto (7-11). Por otro lado, se sabe que la vida media del cffDNA
es muy corta y por lo tanto, debe existir una fuente continua de este
material durante el embarazo. Ademas, la ausencia de falsos positivos
que mostraron persistencia del ADN fetal (de un embarazo anterior) en
los estudios, es una prueba contundente de que no hay problemas para
usarlo en embarazos posteriores (12,13).

Aplicacion clinica

Prediccién del fenotipo Rh fetal en plasma materno

La determinacion prenatal del grupo sanguineo fetal D, en embarazos
con riesgo de enfermedad hemolitica perinatal es de suma importancia
(14), debido a la morbimortalidad fetal y neonatal, causada por
aloanticuerpos maternos dirigidos contra antigenos presentes en
glébulos rojos fetales que son heredados del padre (15). Para la
prediccién del grupo sanguineo fetal, se utilizd inicialmente material
fetal obtenido del liquido amnidtico. Sin embargo, este procedimiento
implica un riesgo de pérdida fetal (16) y hemorragia materno-fetal (17)

que, a su vez, se asocia con un aumento de la incidencia de inmunizacién
materna (18), lo cual hace que este procedimiento sea menos que ideal.

Considerando que la administracion de anti-D profilactico para todas
las mujeres D (-) que tienen un parto de un feto Rh (D) positivo, es la
base de la prevencion de la enfermedad hemolitica perinatal (EHPN), la
identificacion de las pacientes con riesgo de desarrollar la enfermedad
a través del screening durante el embarazo, es un paso fundamental en
la pirdmide de deteccidn y manejo de esta patologia. Se ha utilizado el
cffDNA en el plasma de mujeres embarazadas para la determinacion
del genotipo Rh fetal. Esto es relevante, ya que si el feto es Rh (-) no se
encuentra en riesgo y por ende no requiere monitoreo ni administracion
de anti-D (19). Por otro lado, si el feto es positivo, un manejo apropiado
del embarazo puede ser planificado. En algunos paises el estudio del
genotipo de Rh fetal en plasma materno ha permitido el screening de
todas las mujeres Rh (-) con lo que se logra la administracion profilactica
de anti-D sdlo a aquellas mujeres que lo necesiten. En Suecia, en
2013, Tibald y colaboradores estimd la incidencia de inmunizacion Rh
luego de la implementacion de este screening y concluyd que reduce
de manera significativa la incidencia de nuevas inmunizaciones Rh
(20). En Inglaterra, Soothill y colaboradores estudio la precision de
la genotipificacion de Rh fetal usando cffDNA de plasma materno a
distintas edades gestacionales y determind, con buen nivel de evidencia,
que la evaluacién del Rh es lo suficientemente precisa en la identificacion
del grupo rhesus a las 11 semanas (21), lo que permite la instauracion
de futuras recomendaciones. El mismo grupo de estudio publicé en
agosto de este afio los resultados de la implementacioén del screening
para el uso profilactico de anti-D, mostrando una disminucion de un
29% en la administracion innecesaria de profilaxis en mujeres Rh (-), lo
que equivale a un 35% de muijeres Rh (-) de su grupo de estudio (22).

Ademas, cuando la paciente esta sensibilizada, sélo se realizard un
seguimiento para determinar si presenta 0 no anemia moderada
0 severa con ecografia Doppler (en base a la determinacion de un
aumento en el peak de velocidad sistélico de la sangre fetal en Ia
(Arteria Cerebral Media, ACM) en aquellos casos en que el feto sea
Rh (+). Varios estudios han usado el Doppler de la ACM como la base
clinica de la prediccién de anemia en pacientes en riesgo, sin evidencia
ecografica de hidrops fetal, mostrando una buena correlacién con la
hemoglobina fetal (22). El resultado neonatal en quienes el estudio
invasivo fue evitado (basandose en el estudio de la velocidad de peak
de la ACM) no resultd en amenaza de la vida fetal o morbilidad neonatal
(23). El uso rutinario del Doppler de la ACM impide el uso innecesario de
un estudio invasivo en fetos en riesgo (24).

Prediccion del sexo fetal en plasma materno

La deteccion de secuencias especificas del cromosoma Y en plasma
materno (5), ha sido reproducida en muchos laboratorios, siendo un
procedimiento exitoso en la determinacion del sexo del feto en etapas
tempranas del embarazo, logrando un diagnéstico correcto, incluso a
los 14 dias posteriores a la concepcion, con una precision cercana al
100% al final del primer trimestre (13,25,26). Estos resultados tienen




sin duda un gran impacto en la practica clinica para el tratamiento de
los trastornos genéticos ligados al cromosoma X. Es posible determinar
el sexo fetal en etapas muy tempranas del embarazo, incluso antes
de realizar una biopsia de vellosidades coriales y asi poder guiar la
terapia fetal en caso de riesgo de deficiencia de la 21-hidroxilasa (26-
28), donde un tratamiento temprano de los embarazos afectados con
fetos femeninos puede reducir el grado de virilizacion de los genitales
externos y al mismo tiempo suspender el tratamiento con dexametasona
en el caso de que el feto sea masculino (29).

En el caso de condiciones ligadas al cromosoma X, se puede determinar
el sexo del feto a través del estudio de cffDNA, reservando pruebas
invasivas slo para comprobar si un feto de sexo masculino se ve
afectado o no por la enfermedad. En embarazos con riesgo de padecer
una enfermedad ligada al cromosoma X, el estudio no invasivo del
sexo fetal, junto con ultrasonido, han mostrado reducir el uso de test
diagnosticos invasivos en alrededor de un 50% (29).

Trastornos genéticos
El c(ffDNA es cada vez més utilizado para el NIPD de trastornos genéticos.

Trastornos autosomicos dominantes como la distrofia miotonica (30) y
Enfermedad de Huntington (31), o mutaciones en un tnico gen, como la
acondroplasia (32), son ejemplos de la amplia gama de enfermedades
que pudieran ser diagnosticadas mediante esta técnica. En los casos
de trastornos autosémicos recesivos, como la fibrosis quistica (FQ),
el diagnéstico prenatal en la actualidad requiere de una biopsia de
vellosidades coriales. Puesto que hay muchas mutaciones diferentes
que pueden causar esta enfermedad en particular, el diagnéstico
de un feto no afectado podra hacerse mediante la exclusion de la
presencia de la mutacién heredada del padre en el plasma materno.
De este modo, el diagnéstico prenatal invasivo podria limitarse a los
embarazos en que se ha heredado la mutacion paterna y por ende
un feto potencialmente afectado (33). Otra forma comln de trastorno
autosémico recesivo de un Unico gen es la B-talasemia, la cual puede
ser excluida a través de pruebas que determinen la transmision de la
mutacion paterna (34).

En el caso de aneuplodias como el Sindrome de Down, la Unica forma
de diagnosticar una trisomia fetal es cuantificando el aumento de
sefial dado por el cromosoma extra 21 con respecto a la sefial de los
otros cromosomas en donde no existe la trisomia. Esto se conseguiria
con concentraciones muy altas de ADN libre fetal en plasma materno,
pero no con la concentracién que actualmente se encuentra de 5%
aproximadamente (29). Sin embargo, en los Ultimos afios, distintos
grupos comerciales han perseverado en la busqueda de nuevas
técnicas moleculares que permitan disefiar un test no invasivo prenatal
que logre determinar fetos en alto riesgo de presentar una aneuploidia.
Es importante destacar esto Gltimo ya que el NIPD aun debe ser visto
como una técnica de tamizaje, ya que sélo puede afirmar un riesgo
aumentado de presentar una aneuploidia, que para su confirmacion se
requerira necesariamente de un estudio invasivo (35). Esto ha llevado
a que tanto la ACOG como ACMG hayan aprobado y recomendado
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utilizar el NIPD como un método de screening, orientado principalmente
en madres mayores de 35 afios y como método previo a un estudio
invasivo (36).

La técnicas utilizadas hoy en dia para NIPD son principalmente dos:
el Massively Parallel Shotgun Sequencing (MPSS), que secuencia
fragmentos de ADN del genoma completo; y la secuenciacién dirigida
(targeted sequencing), que busca sélo secuencias seleccionadas en
las regiones de interés del genoma (37). En el shotgun sequencing,
se obtienen alrededor de 10 millones de secuencias cortas de ADN
“tags” o fragmentos (25-36 bp de longitud), que luego se categorizan
por cromosoma y se crea un mapa de los denominados reads con los
cromosomas de interés, los cuales son posteriormente comparados con
uno o mas de las referencias de cromosomas normales. Si la cantidad de
una secuencia especifica excede el limite de lo normal (disomia), es que
existe una trisomia de ese cromosoma. En esta técnica, el esfuerzo no se
hace para distinguir el ADN materno del fetal, ya que el ADN de la madre
es la mayoria de la muestra, sino para evaluar la diferencia, aunque
sea pequefia, que genera la trisomia fetal, ya que si existe un feto con
trisomia, habra un 50% mas de material genético por el cromosoma
extra, resultando en un aumento especifico de ese cromosoma en el
plasma materno (37). Este método podria eventualmente ser aplicado
para detectar aberraciones genéticas en cualquier lugar del genoma,
lo que también puede significar una desventaja si se detectan zonas
que no son relevantes para el NIPD y que tienen hallazgos que no son
interpretables (29)

En la secuenciacion dirigida (targeted sequencing) se genera un sistema
de captura capaz de enfocarse en regiones especificas del genoma
(38), lo que permite aumentar la cobertura de la region seleccionada
de manera importante (39). Hasta la fecha, las publicaciones muestran
extremadamente buenos resultados para prediccidn de trisomia 21
y 18 cuando la secuenciacion es exitosa (sensibilidad y especificidad
cercanas al 100%). Sin embargo, continda existiendo un porcentaje
entre 1-10% (dependiendo del proveedor del servicio) en el cual no
se obtienen resultados y que obliga a una segunda secuenciacién (29).

Posibles fuentes de error

1. Edad gestacional temprana: La cantidad de ADN libre fetal en sangre
materna aumenta en paralelo con la edad gestacional. Por lo tanto, si
las muestras son tomadas en embarazos muy tempranos, la tasa de
falsos negativos podria aumentar y no se recomiendan antes de las 10
semanas (40).

2. Obesidad materna: La proporcion de ADN fetal en plasma materno
se ve afectado por varias caracteristicas, incluyendo el peso de la madre.
El aumento del peso se asocia con menos porcentaje de cfDNA, por lo
que debe ser considerado en la consejeria de las pacientes (40).

3. Embarazos multiples: En embarazos monocoriales ambos fetos se
verfan afectados. Sin embargo, en embarazos bicoriales puede haber
discordancia y de esta forma la evaluacion del ADN del plasma materno
puede no ser tan sencillo.

4. Mosaicismo placentario: La placenta es la fuente de ADN libre fetal
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en plasma materno. En algunos casos, se ha estudiado la presencia de
trisomia de células placentarias pero con fetos normales que requieren
un estudio invasivo.

5. Condiciones maternas: Anormalidades cromosdmicas maternas,
incluyendo moisaicismos o enfermedades malignas pueden también
alterar los resultados (29).

Implementacion clinica del NIPD

La ACOG (41) publico su opinion respecto al tema en 2012, en la cual
sugiere que el estudio de cffDNA materno no debe ser ofrecido a mujeres
de bajo riesgo. Sugiere indicarlo en las siguientes circunstancias:

1. Edad materna mayor a 35 afios

2. Riesgo aumentado de aneuplodia por ultrasonido

3. Embarazo previo con trisomia

4. Test de screening positivo o traslocacién parental balanceada que
signifique un riesgo aumentado de trisomia fetal.

En resumen, se debe ofrecer NIPD sdlo como test de screening en
poblacién de alto riesgo. En febrero de 2013 (42), la guia canadiense
recomendd que NIPD, para las trisomias 21, 18 y 13, deberia ser una
opcion disponible para el screening de mujeres con riesgo aumentado,
pero que debiera realizarse un estudio invasivo si resultara positivo. En
abril de 2013 (43), la Sociedad Internacional de Diagnéstico Prenatal
publicd su postura, en la cual propuso que el NIPD debe ser considerado
en mujeres de alto riesgo identificadas por screening previo.

Por Ultimo, desde el punto de vista de la implementacién clinica
de esta tecnologia, se abren nuevas perspectivas para los nifios con
Sindrome de Down. El diagnéstico precoz durante el embarazo de
un feto con Sindrome de Down, puede permitir la instauracion de
medidas terapéuticas que atenlen las consecuencias que significa

para ese individuo el tener un cromosoma 21 extra. Existe un cimulo
de investigaciones que plantea la factibilidad de tratamientos in utero
de esta condicién, adn experimentales en modelos animales, que han
buscado reparar las diferentes anormalidades funcionales presentes en el
Sindrome de Down. Se plantean tres estrategias principales: implantacion
de células madre neurales (44-46); enriquecimiento ambiental y ejercicio
fisico (47-53); y farmacoterapia (54-57,63-73). Estas estrategias
han mejorado el aprendizaje y la memoria asi como alteraciones
electrofisiologicas y moleculares en animales afectados (58-62,64). Se
han probado ocho moléculas en ensayos clinicos con humanos, aunque
aln no se han realizado pruebas en nifios. Los estudios revelan que las
alteraciones cerebrales permanentes se originan durante la vida fetal
en el Sindrome de Down. El diagndstico prenatal temprano ofrece una
ventana de 28 semanas para impactar de manera positiva en el desarrollo
del cerebro y mejorar el resultado cognitivo postnatal en los individuos
con esta condicion. Algunos de estos enfoques se han utilizado para
tratamientos experimentales de ratones in utero, los cuales han mostrado
efectos terapéuticos que persistieron hasta la edad adulta (74).

Finalmente, el estudio de cffDNA es una técnica que ha cobrado
relevancia dentro de la medicina fetal en los Ultimos afios. Por este
motivo, grandes esfuerzos en investigacion se realizan en la actualidad
para lograr su implementacion y obtener beneficios para las pacientes.
Dentro de estos, destaca la genotipificacion de fetos para determinar
estado rhesus, lo cual podria permitir una profilaxis dirigida a aquellas
madres Rh (-) con fetos Rh (+), reduciendo los esfuerzos y aumentando
la costo-efectividad de esta estrategia. Por otro lado, su implementacion
en el screening de T21 también confiere beneficios ya que ha mostrado
un valor predictivo positivo mayor que el screening habitual (45,2%
versus un 4,2% para T21) (76). Asi, un pronto diagnéstico podria
entregar la posibilidad futura de realizar intervenciones antenatales que
mejoren las perspectivas de vida de estos pacientes.
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