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Prueba prenatal no invasiva (NIPT)
en sangre materna a través de
secuenciacion masiva paralela
(MPS). Experiencia inicial en
mujeres mexicanas y revision de la
bibliografia

a partir del descubrimiento del ADN fetal libre (cffDNA)
en sangre materna por Lo y colaboradores en 1997, se abrié la posi-
bilidad de realizar una prueba prenatal no invasiva (NIPT). La utilidad
clinica de esta prueba radica en el andlisis de las tres aneuploidias mas
frecuentes y la identificacién del sexo del feto. Mediante la secuen-
ciacién masiva paralela (MPS) se amplifica y detecta el origen de cada
secuencia, lo que permite la exploracion de la sobrerrepresentacién
o disminucién de algiin cromosoma fetal en el plasma materno. Esta
técnica ha sido validada y facilita la deteccion de las trisomias 13,
18 y 21 a partir de la semana 10 de gestacion. Se espera que con la
aplicacion de esta prueba se realicen menos estudios invasores y que
disminuya el riesgo de pérdida fetal que conllevan.

comunicar la experiencia inicial de la Unidad de Genética
del Hospital Angeles Lomas en la aplicacion de la prueba prenatal no
invasiva a través de secuenciacion masiva paralela como método de
tamiz para aneuploidias y determinacién del sexo fetal.

estudio observacional, descriptivo y prospectivo de una base
de datos de pacientes a quienes se realizé la prueba prenatal no invasiva
(prueba Harmony®) de agosto de 2013 a la enero de 2015 en la Unidad
de Genética del Hospital Angeles Lomas, lo encontrado se correlacioné
con lo reportado en la bibliografia. Las muestras de sangre materna se
analizaron en Ariosa Diagnostics San José, California, Estados Unidos.

se efectuaron 42 pruebas. El promedio de edad materna fue
de 37.1 anos, la edad gestacional de 13.3 semanas y el porcentaje de la
fraccién de DNA fetal de 12.7%. Se encontraron dos casos con riesgo
alto de trisomfa 18 y dos para monosomia del cromosoma X. Sélo en
un caso se aplico la prueba para detectar el sexo del feto debido a que
la madre padecia la enfermedad de Wiskott Aldrich (W-A), que esta
ligada al cromosoma X. En todos los casos de bajo riesgo el resultado
se corroboré al momento del nacimiento, y el sexo fetal concordé con
lo reportado en el estudio.
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en esta serie la indicacién mas frecuente fue la edad
materna mayor a 35 anos. El peso de las mujeres es importante porque
se trata de un factor relacionado con el porcentaje de cffDNA. En los
casos con alto riesgo de monosomia X, en los que el resultado cito-
genético fue 46,XX, se consideraron diversas causas, como disomia
uniparental, mosaicismo y contaminacién materna antes de confirmar
un resultado falso positivo. En el caso en que se aplicé la prueba para
conocer el sexo fetal por antecedente de enfermedad de Wiskott Al-
drich, se confirmé en liquido amniético. En los casos de resultados de
alto riesgo antes de tomar una decisién obstétrica, es indispensable la
confirmaciéon con un método invasivo. Aln se requieren mds estudios
para validar esta prueba a través de diferentes técnicas moleculares y
en diversos grupos de pacientes.

prueba prenatal no invasiva, ADN libre fetal, tamiz
prenatal.

Non invasive prenatal test (NIPT) in
maternal blood by parallel massive
sequencing. Initial experience in
Mexican women and literature review

Discovery of cell-free fetal DNA (cffDNA) in maternal
blood in 1997 by Lo et al. has opened the possibility of a non-invasive
prenatal test (NIPT). Currently, it is employed in the analysis of an-
euploidies and fetal sex determination. Massive parallel sequencing
(MPS) detects the origin of each amplified sequence, and analyses
over-representation of sequences or any decrease in the fetal chro-
mosomes in maternal plasma. This technique has been validated
and allows assessment of trisomies 13, 18 and 21, obtaining the
result in about a week from 10-weeks of gestational age. By using
NIPT, we expect a reduction in the number of invasive studies and
the risk of fetal loss.

To communicate the experience obtained at Genetics Clinic
of the Hospital Angeles Lomas, in the use of NIPT by MPS as a method
of prenatal screening for aneuploidies and fetal sex determination.

A prospective, observational and descriptive
study was carried out in order to develop a database of patients who
underwent NIPT (Harmony test®) from August 2013 to date. Maternal
blood samples were analyzed at Ariosa Diagnostics Inc. at San Jose
California, USA.
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Non-invasive prenatal test was applied to 42 patients, with
average maternal age of 37.1 years. The percentage of gestational age
was 13.3 weeks and of fetal fraction was 12.7%. Two cases of high
risk of trisomy 18 and two cases with high risk for X monosomy were
obtained. In only one case the test was used for fetal determination,
because of a story of Wiskott-Aldrich (W-A) disease. In all cases of low
risk, the result was confirmed at birth and fetal sex was consistent with
reports of literature.

NIPT is currently the screening test with the highest
detection rate (greater than 98%, with a false negative rate lesser than
0.5% and a sensitivity and specificity close to 100%), although it can
vary from one chromosome to another. It is indicated for women with
a result of high risk for trisomy 13, 18 and 21. This test has not been
validated for low risk women or multiple pregnancies. In our series, the
most frequent indication was advanced maternal age. The weight of the
patients is important because it is a factor related to the percentage of
fetal DNA. In cases with high risk for X monosomy in which the cyto-
genetic result was 46,XX, it is important to consider as much causes as
possible, such as uniparental disomy (UPD), mosaicism and maternal
contamination. Only in a case with W-A story the test was conducted
specifically for fetal sex determination and confirmed by amniocentesis.
In the cases of high-risk results, confirmation by an invasive method,
before an obstetric decision, is indispensable. Further studies are still
needed to continue the validation of this test by different molecular
techniques and in other groups of patients.

non-invasive prenatal test (NIPT), cell-free-fetal DNA (cffD-
NA), prenatal screening.

En México, como en otros paises, el tamiz
prenatal se debe ofrecer a toda mujer em-
barazada, en dos etapas: una en el primer y
otra en el segundo trimestre para detectar las
aneuploidias mas frecuentes, antes de llevarla
a un procedimiento invasivo para diagnéstico.
En este momento el método de tamiz mas
utilizado para establecer un riesgo individual
para trisomia 21 es el doble marcador combi-
nado, que incluye dos marcadores séricos: la
proteina A plasmatica asociada al embarazo
(PAPP-A) y la fraccién beta libre de la hormona
gonadotropina coriénica (hCG) combinada
con la translucencia nucal y algunos otros

marcadores ultrasonograficos. Cuando la
paciente tenga riesgo alto a priori por antece-
dentes personales de trisomias 13, 18 0 21 se
debe indicar un método invasor como biopsia
de vellosidades coriales, o amniocentesis para
realizar cariotipo fetal. Estas técnicas invasoras
tienen un riesgo de pérdida fetal aproximado
de 0.6% en los siguientes 14 dias del proce-
dimiento y de 2% durante todo el embarazo.’
Debido a este riesgo hay interés en el desarro-
Ilo de técnicas de deteccién no invasoras para
aneuploidias que puedan efectuarse a edad
gestacional temprana.

Desde el descubrimiento del ADN fetal libre
(cffDNA) en sangre materna en 1997, debido
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a Lo et al, la posibilidad de realizar una prue-
ba prenatal no invasiva (NIPT, por sus siglas
en inglés) ha sido ampliamente explorada. El
porcentaje de cffDNA representa una fraccion
de 3 a 13% del total de ADN libre en sangre
materna en el primer y segundo trimestres, y
alcanza incluso 10 a 20% en el tercer trimestre.2
El cffDNA circulante proviene sobre todo de la
placenta y es eliminado rdpidamente después
del nacimiento.

La aplicacion clinica inicial fue en desérdenes
monogeénicos, por lo que se denominé diagndsti-
co prenatal no invasivo; sin embargo, actualmente
destaca su utilidad en la determinacién del sexo
fetal y el andlisis de aneuploidias, pero hasta este
momento no se considera prueba diagnoéstica,
sino de tamiz, por lo que se modificé su nombre
a prueba prenatal no invasiva (NIPT).>®

Por medio de la secuenciacion masiva paralela
(MPS por sus siglas en inglés) y de diversos mé-
todos analiticos, se detecta el origen de cada
secuencia amplificada y se analiza la sobrerre-
presentacién o disminucién de secuencias de
cualquier cromosoma fetal en el plasma mater-
no, infiriendo asi el complemento cromosémico
fetal de algunos cromosomas.’* Esta técnica
ha sido validada y permite la evaluacién de
trisomias 13, 18 y 21; el resultado se obtiene
aproximadamente en una semana a partir de
la semana 10 de gestacion. Con la aplicacion
de esta prueba, como un complemento del ta-
miz que actualmente se utiliza, se espera una
reduccién del nimero de estudios invasores y
del riesgo de pérdida fetal que conllevan.®

El objetivo de esta investigacion es comunicar
la experiencia inicial de la Unidad de Genética
del Hospital Angeles Lomas en la aplicacién
de la prueba prenatal no invasiva a través de la
secuenciacion masiva paralela como método
de tamiz para aneuploidias y determinacion
del sexo fetal.
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Estudio observacional, descriptivo y prospectivo
realizado como parte del programa integral de
atencién a mujeres embarazadas que solicitan
la prueba prenatal no invasiva, que incluye ase-
soramiento genético previo y posterior a dicha
prueba estudio confirmatorio de cariotipo en
los resultados de alto riesgo para cualquiera de
las aneuploidias detectadas y seguimiento al
nacimiento. A todas las pacientes se les solicitd
estudio de ultrasonido para verificar la edad
gestacional y descartar marcadores fetales de
cromosomopatia, dado que en este Gltimo caso
la indicacion es un estudio de diagnéstico a
través de procedimiento invasor. Previo ase-
soramiento de un médico genetista se obtuvo
consentimiento informado verbal y escrito, y
se tomaron 20 mL de sangre periférica en tubos
vacutainer, que se enviaron a temperatura am-
biente para la extraccién de cffDNA (Harmony
®Prenatal Test; Ariosa Diagnostics, Inc, San
José, California, EUA). EI ADN se extrajo de
la muestra materna y se realizé secuenciacién
selectiva con andlisis digital de regiones espe-
cificas (DANSR®). El riesgo de aneuploidias, a
partir de la fraccién fetal, se evalu6 mediante
un algoritmo previamente disefiado para este
fin (FORTE®). Los riesgos para trisomias 13, 18
y 21 se proporcionaron en porcentajes mayores
de 99 y menores de 0.01%.

Se elabord una base de datos de las pacientes
a quienes se practicé la prueba prenatal no
invasiva de agosto de 2013 a enero de 2015
en la Unidad de Genética del Hospital Angeles
Lomas y se correlacioné con lo reportado en la
bibliografia.

Se realizaron 42 pruebas. La edad materna
promedio fue de 37.1 afios (Iimites de 23 y 46
anos), edad gestacional de 13.3 semanas (limi-
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tes 10.0 y 18.6), porcentaje de la fraccién de
ADN fetal de 12.7% (Iimites 0.0 y 21.9) y las
indicaciones fueron: edad materna avanzada
en 30 casos, decision del médico tratante en 6,
tamiz combinado positivo del primer trimestre
en 3, entre ellos un caso de angustia materna por
enfermedad recesiva ligada al cromosoma X, y
pérdida gestacional recurrente en 3 pacientes.
Del total de pruebas efectuadas, en un caso no
fue posible detectar la fraccion de DNA fetal, por
lo que se ofrecid repetir la prueba; sin embargo,
el médico y la paciente optaron por realizar un
estudio de marcadores bioquimicos y ultrasoni-
do en el segundo trimestre de la gestacién. En
todos los demas casos se obtuvo el resultado
en la primera toma, y en todos se mantuvo el
seguimiento hasta la resolucién del embarazo.

Cuatro pacientes mostraron riesgo alto de aneu-
ploidias y 37 riesgo bajo. En estas ultimas se
confirmé el resultado al nacimiento, asi como
el sexo fetal, que hasta el momento es concor-
dante en todos los casos. Entre los resultados
con riesgo alto para aneuploidia se encontraron
2 casos para trisomia 18, en uno de ellos no fue
posible realizar el estudio confirmatorio con
cariotipo por pérdida gestacional, pero los da-
tos ultrasonograficos y el tamiz bioquimico del
primer trimestre correspondian a la probabilidad
diagndstica; y en el segundo caso se confirmé
el resultado mediante amniocentesis 47,XX,+18.
Se continu6 el seguimiento al nacimiento, que
se resolvié a las 31 semanas por preeclampsia 'y
se corrobor6 nuevamente el resultado en sangre
de cordén umbilical. También se detectaron dos
casos con monosomia del cromosoma X. En
el primero se realizé cariotipo fetal mediante
amniocentesis, con resultado 46,XX, que se con-
firmo al nacimiento; y en el segundo se perdid
el embarazo de forma espontdnea 3 semanas
después de la prueba prenatal no invasiva, y el
cariotipo en tejido embrionario mostré células
45,X'y 46,XX, aparentemente por contaminacion
con células maternas, determinado por marca-

dores de secuencias repetitivas en tindem (STR).
Sélo en un caso se usé la prueba especificamente
para detectar el sexo fetal debido a que la ma-
dre era portadora de la delecién 229delG en
heterocigosis en el exén 2 del gen WAS para la
enfermedad de Wiskott Aldrich , que esta ligada
al cromosoma X. Posterior a la prueba prenatal
no invasiva se confirmé por amniocentesis el
sexo masculino del feto (Cuadro 1).

La indicacién mas frecuente de las pruebas rea-
lizadas fue que la madre tuviera mas de 35 afios
(30 pacientes, 0.71), seguida de la solicitud por
parte del ginecélogo tratante (0.14). Durante el
asesoramiento previo a la prueba se informaron
de manera explicita a las pacientes y a los mé-
dicos, cuando fue posible, las indicaciones ya
validadas y los protocolos existentes para su apli-
cacion, y a pesar de esto decidieron realizarla.

Las recomendaciones emitidas hasta el momen-
to establecen que la prueba prenatal no invasiva
esta indicada en mujeres con riesgo alto, es
decir, con indicacién clinica para realizarse un
estudio invasivo (Cuadro 2). La prueba prenatal
no invasiva se utiliza actualmente como tamiz
para algunas aneuploidias, por lo que no debe
considerarse diagndstica, y su utilidad clinica
es la evaluacion de mujeres con riesgo alto
para trisomias 13, 18 y 21.57 En estudios retros-
pectivos que usaron muestras almacenadas de
mujeres con riesgo elevado para estas trisomias
se demostr6 una tasa de deteccién mayor de
98%, con una tasa de falsos positivos menor
de 0.5%; sin embargo, en algunos estudios se
encontrd variacion en los valores de sensibilidad
(58.82 a 100%) y especificidad (83.3 a 100%).%°
La unificacion de los resultados obtenidos no
ha sido posible debido a que se han utilizado
diferentes técnicas moleculares. Si bien la mayor
parte de los estudios se basa en secuenciacion
masiva paralela, existen dos variantes de esta

281



Caso

® N O Uk W N =

29
30
31
32
33

34
36
37
38
39
40
41
42

Resumen de resultados
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materna

32
36
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35
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34
36
46
39
41
39
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39
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36
43
40
27
45
23
33
40
45
31
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36
35
35
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34
27
37
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41
36
36
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66
56
52
54
63
69

75
67
64
57.5
56
72
62
56
112
53.2

69.7

56.6
67
63

53.5
64
53

58.9

114

53
58
49.2
80
58
62
59.3
73.7

Edad
gestacional

15.2
14.3
10.3
14
12.4
16.4
15
18.1
11.5
15.4
11.1
14.4
18.6
10.2
17.4
10.4
15.1
13.5
10.5
12.6
12.5
14.2
14.3
13.5
12.4
11
12
10.1

12
16.1

13
10.5

14

14
16
10.2
13.2
17.1
11.3
13
10

% DNA
fetal

13.3
14.1
10.6
4.6
14.1
17.8
8.9
15.57
15.2
9.5
15.7
14.9
21.9
12.4
14.4
7.8
17.4

5.5
9.5
9.9
13.1
13.5
12.3
8
16.1
4
10.3

9.4
19
14.5
17.3

13.1
12.7
9.2
9.4
17.1
10.7
19.3
12.1

Inicio

Portadora XR
Tamiz positivo 1 trimestre
EMA
EMA
EMA
EMA
Angustia materna
EMA
EMA y tamiz positivo
EMA
EMA
EMA
EMA
EMA
EMA
EMA
EMA
Tamiz positivo 1 trimestre
EMA
EMA
Indicacién GO
EMA
Indicacién GO
Indicacién GO
EMA
EMA
PGR
EMA: usg con anomalia en la
posicién de las manos
EMA
EMA
EMA
EMA
EMA

Indicacion GO
EMA
Indicacion GO
EMA
Indicaciéon GO
EMA
EMA

Aborto previo con trisomia 18 y
EMA

*EMA: edad materna avanzada; F: femenino; M; masculino; Indicacién GO:
Indicacién por parte del ginec6logo; *USG: ultrasonido.
Los resultados se reportan en términos de bajo y alto riesgo.
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Indicaciones actuales para NIPT

1) Tener 35 anos o mas al momento del parto
2) Datos ultrasonograficos que incrementen el riesgo para
alguna de las aneuploidias mencionadas

3) Tamiz de primer o segundo trimestre con resultado de
alto riesgo para trisomfas 13, 18 y 21

4) Antecedente de hijos con una de estas tres trisomias

5) Quealguno de los padres sea portador de unatranslocacién
robertsoniana que involucre a los cromosomas 13 0 21

Recomendaciones emitidas por NSGC, ACGM y ACOG.*¢%

técnica: una en la que la amplificacion se lleva
a cabo de forma generalizada, es decir, todo el
DNA fetal y materno libre es amplificado; y otra
técnica, llamada shotgun, en la que sélo se am-
plifican las secuencias cromosémicas de interés
(cromosomas 13, 18, 21, X, Y), lo que hace mas
eficiente a la prueba, aunque deja de lado el
analisis de otros cromosomas. En ambos casos
después se categoriza y se cuentan (counting)
las secuencias de los cromosomas especificos,
y si existe un aumento en la representacion nor-
mal (disomica) de una secuencia, el resultado
se emite como riesgo alto para una trisomia de
cierto cromosoma.®'%'" Ademas, el analisis de
los datos obtenidos, asi como los puntos de
corte para seleccionar a las mujeres con alto
riesgo varian de un estudio a otro.

El tipo de analisis es, quiz4, mas importante
que la técnica especifica de secuenciacién
masiva que se utilice. Se han usado diferentes
abordajes, como Z-Score, que refleja la desvia-
cién estandar de la proporcion de lectura de un
cromosoma determinado, pero no considera la
diferencia del contenido de guanina y citosina
(GC); Z-Score con correccion de guanina y
citosina, con la que se elimina el sesgo por la
proporcion de guanina y citosina contenida en
cada cromosoma; Z-Score con correccion de
guanina y citosina y utilizaciéon de controles
internos, con la que se han logrado tasas de
deteccién de 100% para trisomias 13, 18 y 21;
valor normalizado de cromosomas, que ayuda

a eliminar la variacién intra e inter secuencia-
cion. Finalmente la de soporte parental, que
a diferencia de los analisis previos que son
cualitativos, se basa en la medicién de poli-
morfismos de nucleétido Gnico, midiendo loci
polimérficos, e incorporando la informacién
materna y paterna mediante microarreglos,
técnica que permite disminuir la variabilidad
en la deteccién entre cromosomas y requiere
menor fraccién de cffDNA.*'? Los estudios con
gran nimero de pacientes y en los que se utiliz6
una técnica de secuenciacion masiva paralela
dirigida a secuencias especificas de los cromo-
somas de mayor interés clinico, mostraron mas
sensibilidad (98.58 a 100%) y especificidad
(97.95 a 100%), con un estrecho intervalo de
confianza del 95%. Debido a que la especifici-
dad y sensibilidad no son uniformes para todos
los cromosomas analizados, por el contenido
de guanina y citosina en cada regién,®’ la tasa
de deteccién para trisomia 21 es de alrededor
de 99 a 100%, para trisomia 18 de 97 a 100%
y para trisomia 13 de 79 a 92%, que es la
mas baja. Con las técnicas mas recientes, que
usan loci polimérficos, se logra eliminar este
sesgo y ampliar el andlisis a aneuploidias de
sexocromosomas.*®'213 L a mayor ventaja de
este estudio es su especificidad. Cuando se
usa un tamiz con marcadores bioquimicos con
un resultado de riesgo alto, s6lo 2 a 4% serdn
verdaderos positivos confirmados mediante ca-
riotipo; en cambio, mediante prueba prenatal no
invasiva la mayor parte (>99%) de los resultados
con riesgo alto son realmente casos positivos.°

El estudio diagnéstico confirmatorio es indispen-
sable porque es importante sefalar que aunque
baja, existe la posibilidad de falsos positivos,
por lo que ante una prueba con un resultado de
riesgo alto se requiere la confirmacién de dicho
riesgo mediante cariotipo. Hay controversia
acerca de la utilizacion de la biopsia de la vello-
sidad coriénica o la amniocentesis para este fin,
dado que el origen del cffDNA es trofoblastico.
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Asimismo, un resultado de bajo riesgo no des-
carta la probabilidad de una alteracién, por la
existencia de falsos negativos. En las pacientes en
las que se identifica alguna anomalia estructural
por medio de ultrasonido se debe efectuar un
estudio de diagndstico invasivo, a pesar de un
resultado de bajo riesgo obtenido en la prueba
prenatal no invasiva. Igualmente, se sugiere se-
guir indicando, junto con el ultrasonido, la toma
de alfa-fetoproteina para valorar los defectos
abiertos del tubo neural, ya que la prueba fetal
no invasiva no evalla esta malformacion.”® Esta
prueba, por tanto, no reemplaza al ultrasonido
de primer trimestre, de gran utilidad para el cal-
culo de la edad gestacional, ni la translucencia
nucal, que brinda informacién muy importante
acerca del riesgo fetal de aneuploidias, patologia
monogénica y patologia no genética. Ademas, es
mediante el ultrasonido que se identifican em-
barazos multiples, anormalidades placentarias
y otras anomalias congénitas.”

La prueba prenatal no invasiva no permite de-
tectar aberraciones cromosémicas equilibradas,
como translocaciones, ni las no balanceadas,
como deleciones y duplicaciones. Tampoco es
posible distinguir entre las diferentes variantes
de las aneuploidias, por ejemplo no puede
diferenciarse entre una trisomia 21 regular de
un mosaico con alta proporcion de la linea
normal, de una debida a una translocacion ro-
bertsoniana, que es fundamental para establecer
el riesgo de recurrencia y brindar un adecuado
asesoramiento genético.’

Hasta la fecha s6lo se han realizado tres estudios
en los que se evalta la utilidad de la prueba pre-
natal no invasiva en mujeres de bajo riesgo.”'
El estudio prospectivo, ciego, multicéntrico y
observacional efectuado por Bianchi y colabo-
radores en 21 centros de Estados Unidos entre
2012 y 2013, en el que se recolectaron mues-
tras de mujeres con embarazo con feto Unico,
sin método de reproduccién asistida, que iban
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a realizarse un tamiz de primer trimestre con
marcadores bioquimicos, con o sin medicién
de la translucencia nucal; la finalidad fue com-
parar la tasa de falsos positivos en la deteccién
de trisomias 21 y 18, con el método de tamiz
estandar en mujeres de bajo riesgo (promedio
de edad 29.6 afos). Para la prueba de cffDNA,
la tasa de falsos positivos fue significativamente
menor que la del tamizaje convencional (0.3 vs
3.6% para trisomia 21p < 0.001; y 0.2 vs 0.6%
para trisomia 18, p = 0.03). Mediante esta técnica
se identificaron todos los casos de aneuploidias,
con un valor predictivo negativo de 100% e
intervalo de confianza de 95% (rango 99.8 a
100). Los valores predictivos positivos de cffD-
NA versus el tamiz estandar, con 45.5 vs 4.2%
para trisomia 21, y 40 vs 8.3% para trisomia 18.
Con estos resultados para las trisomias 21y 18
si todas las mujeres embarazadas se practicaran
la prueba de cffDNA como método inicial de
tamiz, y si todas las que tuvieran un resultado
de alto riesgo fueran asesoradas adecuadamente
y decidieran un procedimiento invasor, habria
una reduccién de 89% en el nimero de proce-
dimientos realizados.”' Aunque estos hallazgos
sugieren la consideracion de esta prueba como
estudio de tamiz de primera linea, se requieren
mas estudios para emitir una recomendacion al
respecto; por lo tanto, en este momento no es
una prueba indicada en mujeres con bajo riesgo,
ya que aun se precisan estudios con mayor nd-
mero de pacientes, prospectivos, aleatorizados y
ciegos para ayudar a la validacién de la prueba
en este grupo.'

Un factor importante a considerar es el costo de
la prueba porque en estos momentos no es acce-
sible a toda la poblacién como para establecerla
como una prueba de tamiz a toda mujer emba-
razada, independientemente de su riesgo; se
espera que los costos disminuyan con el tiempo
en funcién de la demanda.” En el estudio s6lo en
un caso no fue posible extraer cffDNA suficiente
para realizar la prueba: la paciente pesaba 114
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kg a las 14 semanas de gestacion. El sobrepeso
se ha descrito como un factor vinculado con un
menor porcentaje de la fraccion fetal de ADN;
sin embargo, en otra paciente con 112 kg a las
12.5 semanas se logré obtener el resultado de la
prueba, con una fraccién de cff[DNA de 9.9%,
que si se compara con mujeres de menor peso
y edad gestacional similar en esta casuistica, es
menor. (Cuadro 1)

Una de las limitaciones del estudio es que en
1.5 a 3.8% de las mujeres no es posible obtener
un resultado®'® (principalmente debido a que el
porcentaje de cffDNA es inferior a 4%). Entre los
factores relacionados con el porcentaje de cffD-
NA libre se encuentra el indice de masa corporal,
ya que a mayor IMC menor es el porcentaje.
Hace algtin tiempo se consideraba que a mayor
edad gestacional se incrementaba el porcentaje
de cffDNA; sin embargo, en estudios recientes
no se ha observado esta asociacion.'” Esta limi-
tacion influira de forma negativa en el tiempo y
la obtencién de un resultado oportuno para una
adecuada toma de decisiones, por lo que debera
considerarse siempre el peso materno antes de
[levar a cabo el estudio.”

En un caso se realizé la prueba a una madre con
mutacién en el gen WAS para la enfermedad de
Wiskott-Aldrich, enfermedad recesiva ligada al
cromosoma X, a las 15 semanas de gestacion. El
estudio mostr6 una alta probabilidad de cromo-
somas XY, por lo que se practicé amniocentesis
como método confirmatorio, y extraccion de
ADN para buscar la mutacién, en cuyo caso fue
positivo y, por lo tanto, el feto estaba afectado.

Esto refleja otra de las aplicaciones clinicas de la
prueba prenatal no invasiva, que es la determina-
cion del sexo fetal a edad gestacional temprana'y
con mayor certeza que el ultrasonido tradicional.
A través del ultrasonido, a partir de la semana 11
de gestacién, puede conocerse el sexo del feto;
sin embargo, no es del todo confiable, hay gran

variabilidad en los resultados reportados en los
diversos estudios. De acuerdo con ellos, el sexo
fetal no puede determinarse en 7.5 a 50% de los
casos a la semana 11 de gestacion, y de 3 a 24%
en la semana 13. Se reporta de forma incorrecta
incluso en 40% de los casos a la semana 11." El
diagnéstico definitivo del sexo fetal hasta la fecha
se efectla a través de estudios invasores, con el
riesgo implicito referido. En lugares en donde se
usa la prueba prenatal no invasiva para este fin,
se ha observado una disminucién de 45% de los
estudios invasores.'® Esta técnica ofrece la posi-
bilidad de identificar el sexo fetal a menor edad
gestacional con una alta sensibilidad, lo que tiene
relevancia clinica para las familias con antece-
dentes de enfermedades ligadas al cromosoma
X, en las que las mujeres son portadoras y los
varones afectados. Con una madre portadora de
una mutacion para alguna de estas enfermedades,
la probabilidad de tener un hijo varén afectado
es de 50%. A pesar de la variabilidad observada
entre los diferentes estudios, se estima que la
sensibilidad es de 95.4% y la especificidad de
98.6% a partir de la séptima semana de gestacion;
antes de esta semana no son confiables.’

Es importante que los laboratorios eliminen la
posibilidad de falsos negativos (ej. asignacién
masculina a un feto femenino) debido a que ante
un feto masculino deberd indicarse un estudio in-
vasor, como en la paciente referida; por lo tanto,
los esfuerzos deben encaminarse a aumentar la
sensibilidad, y en caso de padecimientos como
hiperplasia suprarrenal congénita, en donde
ocurre virilizacién de los fetos femeninos, se
debera priorizar la especificidad.” De acuer-
do con la revision sistemdtica y el metandlisis
realizados por Devaney y colaboradores en
2011, y por Wright y colaboradores en 2012, la
amplificacién de marcadores del cromosoma 'Y
(SRY, DYS14, entre otros) mediante reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (RTQ-PCR) ) en sangre materna, indica que
pueden llevarse a cabo entre la semana 7 y 12
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de gestacion, antes de lo que se puede hacer
el ultrasonido. La sensibilidad observada es de
96 a 100%, con especificidad de 99 a 100%.
Se ha observado que hay poca variacion a lo
largo de los tres trimestres del embarazo, lo que
indica que este estudio es altamente confiable.
La técnica mds cominmente utilizada es la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
en tiempo real, y de acuerdo con el andlisis de
Wright, no hay diferencia significativa entre la
amplificacion de SRY'y DYS14, pero si con el uso
de otros marcadores. En la mayor parte de los
estudios se utilizé plasma materno, y hay poca
evidencia acerca de que la extraccién de cff[DNA
a partir del suero pueda aumentar ligeramente
la sensibilidad y especificidad.'®

Una desventaja del estudio es la necesidad de
verificar el cffDNA para validar la asignacién de
sexo femenino del feto. La principal implicacion
clinica de esta prueba es la toma de decisiones
a partir del resultado: un feto varén debera ser
indicativo de un estudio invasor y ante un feto
femenino no se modificara el abordaje clinico en
enfermedades ligadas al cromosoma X.'®

En dos pacientes, el resultado de la prueba fue
de alto riesgo para monosomia del cromosoma
X. La conducta seguida en ambos casos fue
realizar ultrasonido estructural para valorar los
marcadores asociados con la monosomia; en
segundo lugar, determinar el cariotipo en el feto
para descartar mosaico placentario, y en tercer
lugar, cariotipo materno para descartar mosaico
materno. En el primer caso la amniocentesis y
el cariotipo al nacimiento mostraron una for-
mula cromosémica 46,XX; sin embargo, en la
madre se identificaron células 45,X a través de
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en la
mucosa oral, y no se encontré esta linea celular
en el cariotipo en sangre, si bien se sospecha
que existe mosaico materno. En el segundo
caso, antes de la obtencion del resultado de la
prueba, el embarazo se perdi6 en forma espon-
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tanea, por lo que se realizé cariotipo del tejido
embrionario y las membranas, cariotipo materno
e hibridacién in situ con fluorescencia. El tejido
del aborto mostré las lineas 45,X y 46,XX; sin
embargo, a través de marcadores STR (short tan-
dem repeat) se confirmé la contaminacion con
células maternas, ademas, el cariotipo materno
y la hibridacién in situ con fluorescencia en la
mucosa oral fueron de complemento sexocro-
mosomico normal.

Es importante hacer notar que en el momento
de efectuar la prueba prenatal no invasiva en
ninguno de los dos casos se habia validado
para aneuploidias de sexocromosomas, como se
refirié en parrafos anteriores, ya que existe varia-
bilidad en la tasa de deteccion de un cromosoma
a otro; para sexocromosomas, la sensibilidad
es de 85.7% y la de especificidad de 99%.'%*
Hay que descartar, también, antes de considerar
este estudio como un falso positivo, una disomia
uniparental (UPD) del cromosoma X.

De los dos casos con riesgo alto para trisomia 18,
uno mostr6 una fuerte correlacion con el doble
marcador combinado de primer trimestre y los
hallazgos ultrasonograficos, y el segundo con el
cariotipo en liquido amnidtico y en sangre de
cordén umbilical al nacimiento.

La prueba de DNA fetal libre en sangre materna
se considera, hasta este momento, una prueba
de tamiz indicada para mujeres con riesgo alto
de aneuploidias. Es segura para el feto y puede
brindar informacién a menor edad gestacional,
mediante una muestra de sangre materna. Esto
ha permitido a los padres y a los médicos tomar
decisiones con mayor certeza y en etapas tempra-
nas del embarazo;*sin embargo, no sustituye a las
pruebas diagndsticas invasoras, como la amnio-
centesis, ni ofrece informacién genética adicional,
es decir, s6lo evalla el riesgo de trisomias 13, 18
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y 21.7° Algunas plataformas ofrecen la valoracion
de aneuploidias de sexocromosomas, aunque no
han sido validadas, y aproximadamente 50% de
las anormalidades cromosémicas identificadas
rutinariamente por amniocentesis no seran detec-
tadas mediante esta técnica. La prueba prenatal
no invasora en este momento es la de tamiz con
la mayor tasa de deteccién (mayor a 98%, con
una tasa de falsos negativos menor a 0.5%, con
una sensibilidad y especificidad casi de 100%),
aunque puede variar de un cromosoma a otro. A
pesar de la alta sensibilidad y especificidad del
estudio, no hay evidencias que permitan concluir
que en este momento se deba utilizar de manera
rutinaria en el cuidado obstétrico. Se requiere la
validacién mediante mas estudios prospectivos
multicéntricos para poder establecer la aplicacién
de cffDNA como una prueba de tamiz de primera
linea, ademas de dilucidar su utilidad en pacientes
de bajo riesgo y en embarazos multiples.'®

Se sugiere que el estudio se ofrezca entre las
semanas 10 y 20 de gestacién, lo que permite
tener el tiempo 6ptimo para el seguimiento de
resultados de alto riesgo y realizar el estudio
confirmatorio. Algunos autores consideran que
sera razonable ofrecerlo después de la semana
20 sélo si la paciente desea obtener informacion
referente a riesgo, atencién obstétrica y pediatri-
ca al momento del nacimiento.”

Es conveniente redactar el resultado en térmi-
nos de riesgos porque la terminologia puede
confundir a las pacientes, por lo que es nece-
sario recalcar que es una prueba de tamiz, no
diagnéstica.

Esta prueba debe ofrecerse con asesoramiento
previo en el que se especifique que hasta el mo-
mento es un estudio de tamiz, que sélo evalia
tres de las aneuploidias mas frecuentes y que no
aporta informacién acerca de otras alteraciones
genéticas. Es importante contar con la historia
familiar de la paciente para determinar si requie-

re un método diagndstico especifico a través de
técnicas invasoras.*%%2’

Posterior al estudio, ante un resultado de alto
riesgo, la paciente deberd recibir asesoramiento
genético y ofrecérsele un método de diagndsti-
co invasor para la confirmacion del resultado,
antes de la toma de decisiones obstétricas. En
las pacientes en las que el resultado es de bajo
riesgo también se sugiere asesoramiento gené-
tico, ya que debe reforzarse la posibilidad de
un resultado falso negativo debido a mosaico
placentario, y subrayarse que no se trata de una
prueba diagndstica. Cuando no sea posible ob-
tener un resultado es importante considerar un
estudio diagnéstico invasor.”?

Asimismo, se recomienda la firma de un con-
sentimiento informado en el que se plasme por
escrito lo mencionado.?

De acuerdo con la casuistica de los autores, la
indicacién mas frecuente es la edad materna
avanzada. El peso de las pacientes es importante,
ya que es un factor determinante en el porcen-
taje de DNA fetal que serd detectado. La tasa de
deteccién del sexo del feto es de 95.8% a partir
de la séptima semana de gestacion, y es superior
a la del ultrasonido, lo que es de gran utilidad
para enfermedades ligadas al cromosoma X. El
uso de la prueba prenatal no invasora ha sido y
serd a lo largo de varios afnos sumamente dina-
mico; la tecnologia cambia y mejora, por lo que
la implantacion de la prueba debera ser flexible
y su utilidad dependera del nivel de evidencia
vinculada con cada aplicacion.>™
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