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RESUMEN

ABSTRACT

Antecedentes: El descubrimiento de ADN fetal libre circu-
lando en el plasma materno ha abierto nuevas posibilidades
para el diagnoéstico prenatal no invasivo. El potencial aplica-
tivo de esta nueva tecnologia para la deteccién prenatal no
invasiva de aneuploidias cromosomales es un aspecto de este
campo que esta siendo investigado de manera activa. El
principal reto del trabajo en esta area es el hecho de que el
ADN fetal libre representa una minima fraccion del total de
acidos nucleicos en el plasma materno. Métodos y resulta-
dos: Llevamos a cabo una revision bibliografica, la cual re-
velé que los investigadores han aplicado métodos basados en
el enriquecimiento fisico y molecular de 4cidos nucleicos fe-
tales obtenidos a partir del plasma materno. El primero in-
cluye la separacion por tamafio del ADN plasmatico y el uso
del polémico método de tratamiento con formaldehido. EI al-
timo ha sido posible mediante el desarrollo de marcadores
epigenéticos y de ARN fetales. La aneuploidia fetal ha sido
explorada a través del uso del andlisis de las relaciones aléli-
cas de los marcadores epigenéticos y de ARN en el plasma
fetal. La PCR digital ha demostrado tener alta precision
para los analisis de razén alélica y los andlisis de la dosis re-
lativa de cromosomas. Conclusiones: Después de una déca-
da de trabajo, la posibilidad tedrica y practica de deteccion
prenatal de aneuploidias cromosomicas fetales por medio del
analisis de acidos nucleicos plasmaticos ha sido demostrada
en estudios utilizando grupos de pocas muestras. Es necesa-
rio llevar a cabo estudios independientes a gran escala para
validar estas observaciones iniciales. Si estos estudios son
exitosos, es de esperarse que con el desarrollo de nuevos

Background: The discovery of circulating cell-free fetal
nucleic acids in maternal plasma has opened up new pos-
sibilities for noninvasive prenatal diagnosis. The po-
tential application of this technology for the noninvasive
prenatal detection of fetal chromosomal aneuploidies is
an aspect of this field that is being actively investigated.
The main challenge of work in this area is the fact that
cell-free fetal nucleic acids represent only a minor fraction
of the total nucleic acids in maternal plasma. Methods
and results: We performed a review of the literature, whi-
ch revealed that investigators have applied methods based
on the physical and molecular enrichment of fetal nucleic
acid targets from maternal plasma. The former includes
the use of size fractionation of plasma DNA and the use of
the controversial formaldehyde treatment method. The
latter has been achieved through the development of fetal
epigenetic and fetal RNA markers. The aneuploidy status
of the fetus has been explored through the use of allelic
ratio analysis of plasma fetal epigenetic and RNA mar-
kers. Digital PCR has been shown to offer high precision
for allelic ratio and relative chromosome dosage analyses.
Conclusions: After a decade of work, the theoretical and
practical feasibility of prenatal fetal chromosomal aneu-
ploidy detection by plasma nucleic acid analysis has been
demonstrated in studies using small sample sets. Larger
scale independent studies will be needed to validate these
initial observations. If these larger scale studies prove
successful, it is expected that with further development of
new fetal DNA/RNA markers and new analytical methods,
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marcadores de ADN/ARN fetal y nuevos métodos analiticos,
el diagnostico molecular prenatal no invasivo de las princi-
pales aneuploidias cromosémicas pudiera llegar a ser una
préctica rutinaria en un futuro cercano.

Diagnostico prenatal no invasivo de aneuploidias

molecular noninvasive prenatal diagnosis of the major
chromosomal aneuploidies could become a routine practi-
ce in the near future.

Palabras clave: Aneuploidias, diagndstico prenatal, acidos
nucleicos, plasma materno.

INTRODUCCION

El diagnostico prenatal forma parte en la actualidad
del cuidado obstétrico moderno. La deteccidon de
aneuploidias cromos6micas fetales es la principal ra-
z6n por la que muchas mujeres embarazadas recu-
rren al diagnostico prenatal, sin embargo, este diag-
nadstico requiere obtener material del feto a través de
procedimientos como amniocentesis y muestreo de ve-
llosidades coridnicas. Estos métodos son invasivos y
constituyen un riesgo para el feto. Para estratificar
a las mujeres embarazadas de acuerdo al riesgo de
llevar un feto afectado con aneuploidia cromos6mi-
ca, se han desarrollado varios métodos de escruti-
nio, incluyendo ultrasonido y analisis bioquimico
del suero materno.! Sin embargo, estos métodos tie-
nen como blanco fendmenos epigenéticos asociados
con aneuploidias cromosémicas en lugar de anorma-
lidades moleculares, y tienen sensibilidad y especifi-
cidad limitadas con ventanas de edad gestacional es-
trictamente definidas durante las cuales se usaran
pruebas muy especificas. Para salvar esas limitacio-
nes, existe la necesidad de desarrollar una nueva ge-
neracion de pruebas no invasivas cuyo blanco sea el
centro de la patologia molecular de la anormalidad
cromosémica fetal.

El descubrimiento en 1977 de ADN fetal libre cir-
culando en el plasma materno ofrece un nuevo acer-
camiento al diagnéstico prenatal no invasivo.}? A pe-
sar de que este método puede ser eficientemente
aplicado para la deteccidn de blancos genéticos feta-
les Unicos, por ejemplo, el cromosoma Y en un feto
masculino® y el Rh en el grupo sanguineo, el gen anti
D (RHD)* en un feto Rh-D positivo,* el desarrollo de
pruebas que permitan el uso de este descubrimiento
para las aneuploidias cromosémicas fetales ha sido
un reto.

Uno de los retos técnicos fundamentales es una
consecuencia del hecho de que, entre las semanas 11
y 17 de gestacion, el ADN fetal constituye s6lo una

¥ Genes humanos: RHD, antigeno D del Rh del grupo sangui-
neo; PLAC4, placenta-especifico 4.
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media de aproximadamente el 3% del total de ADN li-
bre en el plasma materno,® con la inherente implica-
cién de que la mayoria del ADN en el plasma es de
origen materno. De esta forma, la mayoria de los mé-
todos moleculares usados para detectar aneuploidias,
cuando son aplicados al plasma materno, estara mi-
diendo esencialmente el estado cromosémico de la
madre. Ademas, debido a que los acidos nucleicos li-
bres estan circulando extracelularmente en el plasma
materno, todos los métodos celulares para la detec-
cién de aneuploidias, por ejemplo, hibridizacién de
fluorescencia in situ, no son aplicables. Esta revision
compila las investigaciones actuales en el uso de aci-
dos nucleicos libres circulantes en plasma materno
para la deteccién prenatal no invasiva de aneuploi-
dias cromos6micas.

Intentos para solucionar los problemas
asociados a la baja concentracién de acidos
nucleicos fetales

La concentracion de la fraccion de ADN fetal libre en
plasma materno es determinada por la relacion de la
concentracion absoluta de ADN fetal libre con respec-
to a la concentracion absoluta de ADN libre total
(materna y fetal). De tal forma que la fraccién de
ADN fetal libre puede incrementarse a través del en-
riquecimiento selectivo de ADN fetal, o a través de la
disminucién de ADN materno (de fondo). Un esque-
ma de los principales intentos para aumentar la con-
centracion de la fraccion de ADN fetal libre se mues-
traen lafigura 1.

Fraccionamiento del ADN plasmatico por
tamarno

El enriquecimiento selectivo de ADN fetal requiere
del uso de caracteristicas del ADN fetal que difieren
del ADN materno en el plasma materno. Chan y
cols., han demostrado que las moléculas de ADN fetal
circulantes son generalmente mas pequefas que las
moléculas de ADN materno.® Li y cols., han demos-
trado que el enriquecimiento de ADN fetal puede lle-
varse a cabo seleccionando las moléculas de ADN
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Figura 1. Representacion esquematica de los principales enfo-
ques para incrementar la concentracion fraccional de ADN
fetal libre. La concentracion fraccional de ADN fetal en el
plasma materno estd dada por la razén de la concentracion
absoluta de ADN libre fetal y el ADN libre total en el plasma
materno (A). Enfoques para incrementar la concentracion
fraccional de &cidos nucleicos fetales en el plasma materno
pueden involucrar un enriquecimiento de ADN fetal selectivo
(B), supresién del ADN materno de fondo (C), o eliminacion
de los acidos nucleicos de fondo maternos por deteccién de
acidos nucleicos que son virtual y completamente feto-especi-
ficos, tales como los marcadores fetales epigenéticos o de ARN
fetal (D).

mas pequefias como blanco.” Este método se ha apli-
cado para favorecer la deteccion en el plasma mater-
no de mutaciones fetales heredadas por la via pater-
na.® Sin embargo, aun es desconocido el grado de
enriguecimiento que deberia alcanzarse para permitir
una deteccion directa de aneuploidias cromosémicas
fetales. Asi mismo, el método reportado para el frac-
cionamiento se basa en una separacién por tamafio
del ADN plasmatico usando electroforesis en gel de
agarosa, seguido por la extraccién de ADN a través
del corte manual de piezas del gel de agarosa conte-
niendo fracciones de diferente tamafio.” Ademas de lo
laborioso de la técnica, ésta es propensa a contami-
nacién, de tal manera que es necesario que se desa-
rrollen métodos de fraccionamiento de ADN plasma-
tico nuevos y automatizables antes de que este
meétodo pueda llevarse a la practica para el diagndsti-
co prenatal no invasivo.

Disminucioén del ADN materno (de fondo)

Con respecto a la disminucién del ADN materno, Lui
y cols., han demostrado en un modelo de trasplante
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de médula 6sea de entre sexos opuestos, que la mayo-
ria del ADN plasmatico es de origen hematopoyético.®
Se ha postulado que las células hematopoyéticas ma-
ternas pueden ser el tipo de células que contribuyen
en mayor medida al contenido de acidos nucleicos ma-
ternos en plasma.®!! Dhallan y cols., establecen la
hipotesis de que la adicién de formaldehido podria
ocasionar la estabilizacion de los leucocitos maternos
después de la obtencién de la muestra, reduciendo la
liberacién del ADN materno de tales células al plas-
ma, un proceso que pudiera traer como resultado la
dilucién del ADN fetal en el plasma materno.? Aun-
que los datos iniciales presentados por Dhallan y
cols., fueron impresionantes,*? estos resultados no
han sido reproducidos por grupos independientes.’®*
Una posible explicacion a esta discrepancia en los re-
sultados es el uso por parte de Dhallan y cols., de un
método analitico impreciso que podria sobreestimar
la fraccion de ADN fetal en las muestras con formal-
dehido.'® Sin embargo, sera interesante evaluar otros
conservadores, ademas del formaldehido, para probar
su habilidad de disminuir el ADN materno en el plas-
ma sanguineo.

Estrategias de enriquecimiento molecular:
Marcadores epigenéticos y de ARN fetales

Otro intento por acceder a la baja proporcion de
ADN fetal es usar como blanco grupos de acidos nu-
cleicos seleccionados en el plasma materno que son
virtualmente por completo feto-especifico. Un método
es identificar el loci que expresa una sefal epigenéti-
ca feto-especifica. La epigenética es el campo que es-
tudia los procesos moleculares que afectan la expre-
sion de los genes sin alterar la secuencia del ADN.®
Uno de los procesos epigenéticos mas estudiados es la
metilacién del ADN. En 2002, Poon y cols., postula-
ron que el loci que expresa patrones de metilacion di-
ferentes entre tejido materno y fetal podria ser usado
para desarrollar marcadores epigenéticos para la de-
teccion de ADN fetal en plasma materno.?” Chim y
cols., han reportado que el gen SERPINB5, que codi-
fica para maspin (inhibidor de la serpin peptidasa cla-
se B), esta hipometilado en el tejido placentario,
mientras que esta hipermetilado en las células san-
guineas maternas.!! Debido a que la placenta es la
principal fuente de ADN fetal en el plasma mater-
no,*®° y como se discutié en parrafos anteriores, las
células hematopoyéticas maternas parecen ser la
principal fuente de ADN materno en el plasma, la se-
cuencia hipometilada de SERPINB5 puede servir
como un marcador para ADN placentario en el plas-
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ma materno. La aplicabilidad de este método epige-
nético para el diagnostico prenatal no invasivo ha
sido demostrado por la buena correlacién entre las
concentraciones de las secuencias de SERPINBS5 hi-
pometilado y las secuencias SRY de fetos masculi-
nos en plasma materno y la eliminacion de secuen-
cias SERPINB5 del plasma materno después del
parto.’* La localizacién de SERPINB5 en el cromoso-
ma 18 ha provisto de una oportunidad invaluable
para probar la aplicabilidad de esta sefial epigenética
para la deteccién prenatal de aneuploidia cromosémi-
ca fetal, usando la trisomia 18 como un sistema mo-
delo (ver en las secciones siguientes).?°

Desde el desarrollo del marcador SERPINB5, se
han descrito otros marcadores epigenéticos detecta-
bles en plasma materno, incluido el gen RASSF1A en
el cromosoma 32122 y numerosos marcadores en el
cromosoma 21.2%24 A través del uso de los marcadores
de metilacion especificos de ADN fetal en plasma ma-
terno, la sefial detectada es practicamente de origen
fetal exclusivamente. Asi, se puede conocer con certe-
za el numero de cromosomas fetales en los cuales se
localiza el marcador epigenético (ver secciones si-
guientes). A partir del examen sistematico del cromo-
soma 21,* se ha encontrado que los marcadores que
dan mucha informacidn para el diagnéstico prenatal
no invasivo son relativamente abundantes. La princi-
pal limitacion del uso de la metilacion del ADN como
blanco es que muchos de los métodos cominmente
usados para detectar marcadores de metilacion de
ADN, por ejemplo PCR especifica para mutilacion,?
estan basados en la transformacion del bisulfito. Se
ha visto que la transformacion del bisulfito ha dado
como resultado una degradacion masiva del ADN.?®
Esta caracteristica indeseable va en detrimento de la
deteccion de marcadores de ADN fetal circulante, ya
que existe una cantidad relativamente limitada de
moléculas blanco en una muestra en particular. Con-
siderando esto, los marcadores que son hipermetila-
dos en placenta e hipometilados en las células sangui-
neas maternas tienen un valor particular debido a
gue se pueden utilizar enzimas de restriccion sensi-
bles a la metilacién que pueden cortar secuencias hi-
pometiladas y dejar secuencias hipermetiladas intac-
tas para destruir de manera selectiva las secuencias
maternas en el plasma materno.? La extension del
enfoque basado en marcadores de enzimas de restric-
cion que muestra un patron inverso de la metilacion
del ADN diferencial, es decir hipometilado en la pla-
centa e hipermetilado en las células sanguineas de la
madre, requerird de métodos que permitan la detec-
cién selectiva de las secuencias restringidas (por
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ejemplo hipometiladas). Uno de estos intentos ha
sido descrito recientemente, que se basa en el uso de
un primer de stem-loop.?” Otro posible intento es a
través del desarrollo de nuevas enzimas de restric-
cion especificas para ADN metilado (materno) mien-
tras que dejan el ADN hipometilado intacto (fetal).

Las moléculas de ARN representan otro grupo de
acidos nucleicos en el plasma materno que pueden
ser usados como blanco de moléculas fetales especifi-
cas. ElI ARN fetal fue detectado en plasma materno
por primera vez en el afio 2000.2 Este hallazgo fue
seguido por un trabajo que demuestra la extraordina-
ria estabilidad de las moléculas de ARN en plasma,?
posiblemente a través de su asociacion con material
particulado,®® un fenédmeno que ha sido postulado
como proteccion del ARN contra la degradacién de
las ARNasas plasmaticas.®* Un importante hallazgo
fue la demostracién de que el ARN mensajero
(ARNmM) placentario representa una fuente importan-
te de ARN fetal en el plasma materno.®? Este tltimo
descubrimiento, y el hecho de que las células hemato-
poyéticas maternas son las que contribuyen en ma-
yor medida con acidos nucleicos de origen materno
en el plasma materno, han permitido el desarrollo de
un microarreglo sistematico que permite la identifica-
cién de nuevos marcadores de ARNm placentarios
adecuados para la deteccion en el plasma materno.*
Esta serie de hallazgos han permitido la demostra-
cion de que el ARNm proveniente de genes localiza-
dos en el cromosoma 21 pueden ser detectados en el
plasma materno.®*** Uno de estos genes para el
ARNmM en plasma materno que ha demostrado ser
completamente feto-especifico es el placenta-especifico
4 (PLACAA4).3* Asi, con la identificacion de marcado-
res ARNm feto-especificos en plasma materno de un
cromosoma involucrado en una aneuploidia cromoso-
mica, lo Unico que queda es desarrollar una tecnolo-
gia para obtener informacion del namero de copias de
tal marcador (ver en las siguientes secciones).

Una ventaja clave de los marcadores ARN plasma-
ticos es que hay un proceso de amplificacion intrinse-
co en el cual un gen es transcrito en multiples copias
de ARNm. Otra ventaja es que los marcadores de
ARN plasmatico pueden ser detectados en la practica
por medio de una PCR usando transcriptasa reversa
u otras tecnologias de amplificacion. La principal
desventaja es que en muchos procedimientos reporta-
dos, el plasma fue tratado con TRIZOL para estabili-
zar ARN plasmatico durante el almacenamiento,* de
tal forma que aquellos plasmas guardados que no ha-
yan sido tratados de esta forma no son adecuados
para el analisis del ARN plasmatico.
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Esfuerzos por determinar la cantidad (dosis) de
cromosoma fetal en los acidos nucleicos libres
en plasma materno

Aunque los esfuerzos fisicos o moleculares para el en-
riquecimiento de acidos nucleicos fetales pueden ha-
cer que la proporcion de acidos nucleicos fetales sea
mas facilmente detectable en plasma materno, se re-
guiere de métodos que permitan el calculo del name-
ro de aneuploidias cromosémicas potenciales en el ge-
noma fetal. Estudios previos han mostrado que la
concentracién de ARN fetal en plasma materno se in-
crementa en embarazo con ciertas aneuploidias fetales
tales como trisomia 21.% Sin embargo, las grandes va-
riaciones interindividuales en las concentraciones de
ADN fetal y de ARNmM de PLACA4 en plasma mater-
no, han evitado el uso de la simple cuantificacion
como una medida robusta para la identificacién de
aneuploidias fetales.** De tal forma que se necesitan
estrategias que permitan la determinacién objetiva de
la dosis de cromosoma fetal. Los principales métodos
para esto se muestran en la figura 2.

A EUPLOIDE

Locus
cromosoma 21
S

Locus
cromosoma 21

Locus cromosoma
de referencia

Analisis de la razén alélica

Un intento para determinar la dosis de cromosoma
fetal es por medio del analisis de la razon alélica de
las variaciones genéticas en el locus detectado. Este
meétodo puede ser usado sélo si el feto es heterocigoto
a este locus. Esta técnica puede ser utilizada en combi-
nacion con las mencionadas en la seccién anterior,
cuando las moléculas detectadas estan suficientemente
enriquecidas para tener blancos fetales. La ilustracion
mas simple de este concepto es la busqueda molecular
de objetivos feto-especificos utilizando marcadores de
metilacion de ADN o marcadores de ARNm placenta-
rios. Para los marcadores de metilacion de ADN, la
primera demostracion es el uso de secuencias SER-
PINB5 hipometiladas como un blanco feto-especifico
en el cromosoma 18.1* A través de la determinacion
de la razon alélica de un polimorfismo nucleotidico
Unico (SNP?) en el promotor SERPINB5 hipometila-
do en fetos heterocigotos, la trisomia 18 puede ser de-
tectada.?® Este método es llamado razén alélica epige-
nética. Con el reconocimiento de los marcadores de

TRISOMIA 21

Y
1l

Figura 2. Enfoques para determinar la dosis de cromosomas fetales en acidos nucleicos libres en plasma materno usando un
ejemplo de trisomia 21. (A) El andlisis de razon alélica involucra la determinacion de la razén entre los alelos de un locus hete-
rocigoto localizado en el cromosoma 21. La razén alélica de ese locus puede esperarse que sea 1:1 para un feto euploide, pero
2:1 0 1:2 para un feto trisémico. (B) El analisis de dosis cromosomica incluye la valoracién de la razén entre un locus de cro-
mosoma 21 y un locus de referencia no cromosoma 21. Puede esperarse que la razon entre las moléculas de acidos nucleicos
derivados del feto sea 2:2 para un feto euploide, pero 3:2 para un feto trisémico.
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metilacion de ADN en el cromosoma 21,2* este méto-
do se puede aplicar potencialmente para la deteccion
prenatal no invasiva de la trisomia 21.

Para los marcadores de ARN, la primera aplica-
cion demostrada de la razon alélica fue para un SNP
en la region que se expresa de PLACA4.3* Este méto-
do es llamado el acercamiento ARN-SNP. Las prime-
ras series usando el acercamiento ARN-SNP estable-
cieron una sensibilidad del 90% y una especificidad
del 96.5% para la deteccion de trisomia 21 fetal a par-
tir de plasma materno.** Estos resultados sugieren
gue para los casos informativos (heterocigotos) el
acercamiento ARN-SNP es por si mismo el marcador
prenatal no invasivo mas exacto para deteccion de
trisomia 21 fetal.

Los intentos para mejorar la sensibilidad y especi-
ficidad diagndstica del acercamiento ARN-SNP aun
estan por realizarse. Se ha demostrado que la medi-
cion robusta de la razon alélica ARN-SNP requiere al
menos 1,000 moléculas por reaccién.** Se ha demos-
trado recientemente que a través del uso de PCR digi-
tal es posible reducir el nUmero requerido de copias
de las moléculas.® La PCR digital es un método para
analisis molecular que se lleva a cabo en una mues-
tra diluida a tal concentracion que en promedio cada
reaccion contendra < 1 molécula blanco.?” De esta
manera, una proporcion de las reacciones seran ne-
gativas, debido a la ausencia de la molécula blanco
en una reaccion dada. Para la serie de reacciones que
dan como resultado una deteccidn positiva, la mayo-
ria de las reacciones serén positivas debido a la pre-
sencia de una molécula blanco Unica. Debido al uso
de este método, el nUmero de moléculas blanco puede
ser calculado de manera exacta. En el contexto de la
versién digital del analisis de la razon alélica ARN-
SNP, el numero de cada alelo ARN sera contado. La
aneuploidia fetal puede entonces ser detectada a travées
del analisis estadistico adecuado para determinar la
probabilidad de que un alelo esté sobre-representado,
por ejemplo, cuando la trisomia esta presente.* Con
la PCR digital, el estado de aneuploidia fetal puede
ser determinado de manera muy exacta con s6lo unos
pocos cientos de moléculas, abriendo la posibilidad
para la aplicacién de este método en un estadio muy
temprano de la gestacion, al momento en el que las
concentraciones de ARNm PLACAA4 circulante en
plasma materno es relativamente bajo.® La principal
desventaja de las técnicas basadas en PCR digital es
la serie de requerimientos para llevar a cabo analisis
de PCR multiples por muestra probada, un proceso
gue es tedioso cuando se lleva a cabo manualmente.
Sin embargo, con el desarrollo de estrategias auto-
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matizadas para el analisis de PCR digitales, tales
como microfluidos,® las variantes de la emulsion de
PCR,%4 y diversos enfoques para llevar a cabo el
analisis de secuencias paralelas masivas,* es posible
gue dicho sistema eventualmente podria ser utilizado
de manera rutinaria en el diagnéstico.

Analisis de la dosis relativa de cromosomas

La principal desventaja del analisis basado en la ra-
z6n alélica es la necesidad de que el feto sea heteroci-
goto para los polimorfismos genéticos que estan sien-
do analizados. Para salvar este requerimiento, se
necesita un método que mida directamente la dosis
relativa de diferentes cromosomas. Sin embargo, los
métodos convencionales para ello (PCR en tiempo
real, por ejemplo,*? y la cuantificacién de secuencias
paralogas*®) no pueden ser utilizadas directamente
debido a la baja concentracion de la fraccion de ADN
fetal circulante. Una posible solucion es combinar los
métodos convencionales para el analisis de la dosis
relativa de cromosomas con métodos para el enrique-
cimiento fisico (por ejemplo fraccionamiento por ta-
mafo del ADN plasmatico’ y disminucion del ADN
materno de fondo**) o el enriquecimiento molecular
de ADN fetal (metilacidn especifica de ADN fetal®324)
como fue discutido previamente en este reporte.

Una solucidn alterna es el desarrollo de estrate-
gias analiticas que puedan llevar a cabo un analisis
relativo de cromosomas a pesar de la baja concentra-
cion de la fraccion de ADN fetal circulante en plasma
materno. En este sentido, la iniciativa basada en la
PCR digital, que ha sido discutida previamente en
esta revision en el contexto de un analisis de la razon
alélica, también puede ser aplicada para el analisis de
dosis cromosdmica, la llamada técnica digital para
determinar la dosis relativa de cromosomas.*® En este
método, el andlisis de PCR digital es llevado a cabo
para uno o mas blancos localizados en el cromosoma
involucrado en la trisomia (por ejemplo cromosoma 21)
y para uno o mas blancos localizados en un cromosoma
de referencia no involucrado en la trisomia. A través del
uso de los procedimientos estadisticos adecuados para
probar la presencia de una sobre-representacion de re-
acciones, involucrando el cromosoma potencialmente
aneuploidico, se ha demostrado que la medicién de la
dosis digital relativa de cromosomas posee el suficien-
te poder de discriminacion como para detectar la pre-
sencia de ADN proveniente de un feto con trisomia,
aun si el ADN trisémico constituye Unicamente el
10% de la muestra probada.®® Queda de manifiesto
gue la técnica digital para determinar la dosis relati-
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va de cromosomas puede ser combinada con métodos
fisicos™'? y moleculares!?*?* para el enriquecimiento
de ADN fetal descrito anteriormente. Se espera que el
poder de discriminacion de la PCR digital permita un
sistema de deteccidon de aneuploidias basado en un
grado de enriquecimiento de ADN fetal, que de otra
forma seria insuficiente para los sistemas de PCR no
digitales convencionales.

CONCLUSIONES

Después de una década de investigaciones se ha de-
mostrado que la deteccién prenatal no invasiva de
aneuploidias cromos6micas puede ser llevada a cabo
a través de analisis de &cidos nucleicos fetales libres
en plasma materno. Hasta ahora, los estudios de fac-
tibilidad se han llevado a cabo utilizando grupos de
experimentacion de pocas muestras. Se requiere que
en los préximos afos se realicen estudios indepen-
dientes a gran escala para validar estas observacio-
nes iniciales. Se espera el desarrollo de nuevos mar-
cadores de ADN/ARN y métodos analiticos que
permitan que el diagnostico molecular prenatal no
invasivo de las aneuploidias cromosémicas principa-
les sea una realidad practica rutinaria, en un futuro
cercano. Tales investigaciones haran que las pruebas
prenatales sean mas seguras y menos estresantes
para los millones de mujeres embarazadas que cada
afo se las realizan.

Conflicto de intereses: Los autores tienen las pa-
tentes o bien esta en tramite la patente del diagnosti-
co prenatal basado en acidos nucleicos. YMDL es el
asesor especializado para Sequenom, Inc. Sequenom
tiene la licencia de propiedad intelectual en el diag-
nostico prenatal no invasivo.
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