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Diagnostico prenatal no invasivo de
aneuploidia fetal en sangre materna

Non-invasive prenatal diagnosis of fetal aneuploidia in maternal blood

Zamora Palma Alberto*

RESUMEN

El término aneuploidia hace referencia al cambio en
el nimero cromosémico de una célula. En la actuali-
dad, se sabe que 50% de los abortos espontaneos son
debido a alteraciones cromosdmicas no detectadas. La
proporcion de embarazos en mujeres de 35 afios 0 mas
ha pasado de 5% a mas de 15%, por lo tanto, también se
ha incrementado la frecuencia con la que los productos
nacen con alguna aneuploidia. De manera tradicional,
el diagnostico de estas alteraciones se ha hecho con el
uso del cariotipo, cribado simple o combinado, o con
técnicas invasivas como la amniocentesis, la cual tiene
como consecuencia riesgo de la pérdida fetal. Las nuevas
técnicas de diagndstico no invasivo se realizan con una
muestra de sangre de la madre, sin el riesgo que tienen las
técnicas invasivas. La identificacion del ADN libre fetal
por medio de la secuenciacion masiva se perfila como el
método mas seguro y confiable, por su alta sensibilidad,

ABSTRACT

The term aneuploidy refers to the change in the
chromosomal number of a cell. It is currently known
that 50% of spontaneous abortions are due to undetected
chromosomal abnormalities. The proportion of pregnancies
in women 35 years of age or older has increased from
approximately 5% to more than 15%; therefore, the
frequency of products born with some aneuploidy has also
increased. Traditionally the diagnosis of these alterations
has been made with the use of the karyotype, simple or
combined screening, or with invasive techniques such as
amniocentesis, which results in risk of fetal loss. The new
non-invasive diagnostic techniques are performed with a
blood sample from the mother, without the risk of invasive
techniques. The identification of fetal free DNA through
mass sequencing is emerging as the safest and most reliable
method, due to its high sensitivity, specificity and negative
predictive value.

especificidad y valor predictivo negativo.

INTRODUCCION hija, de manera que al momento de la distribu-
cion del material genético la division celular se
realiza con una cantidad idéntica entre la célula
madre y la célula hija; en cambio, cuando este
mecanismo se realiza de manera errénea, el
huso mitético se ubica de un extremo a otro
dentro de la misma célula madre, de manera
que la distribucién del ADN es incorrecto, por
lo que la célula madre se queda con la mayor
parte o con todo el material genético, y la célula
hija con poco o ninguno (Figura 1).?

| término aneuploidia hace referencia al

cambio en el niimero cromosémico de
una célula, también puede decirse que es un
error en la divisién celular que da lugar a dos
células «hijas» que tienen un ndmero incorrecto
de cromosomas.

Las causas a las cuales se atribuye con
frecuencia la aneuploidfa son variadas, dentro
de las cuales se encuentran: un error en la
disyuncién celular durante la mitosis, causas
ambientales como la infeccién por virus, algu-
nos medicamentos y el consumo de alcohol,
por lo que la aneuploidia se puede considerar
una alteracion de causa multifactorial.!

En condiciones normales, el huso mitético
se localiza desde el extremo distal de la célula
madre hasta el extremo proximal de la célula

ESTADISTICA

En la actualidad, se sabe que 50% de los
abortos espontaneos son debido a alteracio-
nes cromosémicas, también sabemos que
muchas veces los restos 6vulo-placentarios
producto de legrado uterino no son analizados
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en el Departamento de Patologia de los hospitales, lo
cual complica el diagnéstico oportuno de este tipo de
alteraciones.

Otro dato importante es que alrededor de 10% de los
recién nacidos vivos tendran, en algin momento de su
vida, alguna enfermedad o invalidez de origen genético. Y
por Gltimo, es sabido que, debido al deseo de las mujeres
de realizar estudios profesionales de postgrado o sélo por
no querer estar embarazadas inmediatamente después
del matrimonio, muchas mujeres postergan el embarazo,
de manera que la proporciéon de embarazos en mujeres
de 35 afos 0 més ha pasado de 5% a més de 15%, como
se muestra en la Figura 2.

TECNICAS TRADICIONALES PARA EL
DIAGNOSTICO DE ANEUPLOIDIA

El diagnéstico de aneuploidia por lo general se ha realiza-
do a través del uso del cariotipo con la técnica de bandas
G; sin embargo, esta técnica en muchas ocasiones esta

MEN
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Figura 1: Posicion del huso mit6tico en el momento de la disyun-
cion celular.
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sujeta a la ejecucion de una técnica impecable de foto-
graffa, recorte y pegado de los cromosomas, y depende
de la clasificacion y agrupacion subjetiva de los mismos
(Figura 3).

Aunque se ha tratado de mejorar al emplear técni-
cas de bioinformatica para mejorar la identificacién del
material genético, la técnica aiin muestra inconsistencias
(Figura 4).

CLINICA

Las personas con sindrome de Down muestran rasgos ca-
racteristicos como los que se presentan en la Tabla 1,* pero
debe considerarse que muchos no presentan los rasgos
que caracterizan a la mayorfa de estos, particularmente
los que cursan con algtn tipo de mosaicismo.

La misma situacién diagndstica se presenta en aquéllos
con otro tipo de aneuploidias como son el sindrome de
Edwards o sindrome de Patau, por mencionar sélo algunos
de los més frecuentes.

AMNIOCENTESIS

Para identificar con mejor precision estas alteraciones, se
han intentado algunas técnicas invasivas como la amnio-
centesis, la cual se utiliz6 desde 1956 por los doctores Fritz
Fuchsy Povl Riis, quienes empleaban agujas de alrededor
de 19 cm para extraer liquido amnidtico y examinarlo,
en busqueda de determinar el género del producto en
etapa intrauterina.

La amniocentesis se realiza a partir de la semana 15
de la gestacion, con la finalidad de obtener una muestra
de liquido amnidtico mediante puncién abdominal, bajo
control por ultrasonido. Es la técnica més frecuente con
la menor tasa de pérdida fetal < 1%.
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Figura 3: Cariotipo de un paciente con sindrome de Down, técnica
de bandas G.

Otros procedimientos invasivos son:

Biopsia de vellosidades coriales, que permite obtener
una muestra de las células de la placenta entre las semanas
10 y 15 de gestacion, en el primer trimestre, y conlleva
un riesgo que varia en funcién de la técnica empleada
entre 1.5y 3%.

Cordocentesis. Consiste en la obtencién de sangre
fetal y requiere la puncién del cordén umbilical mediante
el uso de ultrasonografia. Se realiza a partir de la semana
19 de gestacién y es el procedimiento menos utilizado.
Tiene indice de pérdida fetal cercana a 2%.°

Otras complicaciones relacionadas con el empleo
de técnicas invasivas para obtener material genético se
muestran en la Tabla 2.°

USO DEL CRIBADO COMBINADO

La sensibilidad general del cribado combinado alcanza
90% con un indice de falsos positivos de 5%. Las siguientes
son algunas recomendaciones que el Colegio Canadiense
de Ginecologia y Obstetricia propone para la practica y
uso clinico del cribado combinado.

1. Independientemente de la edad de la paciente,
siempre debe haber un consentimiento informado
no dirigido.

2. Los procedimientos invasivos para andlisis citogenéti-
co no deben ofrecerse sin resultados de marcadores
mudltiples de screening.

Zamora PA. Diagnostico de aneuploidia

3. Los procedimientos de screening prenatal en el primer
trimestre deben tener al menos un indice de deteccion
de 75% y no mas de 3% de falsos positivos.

4. Los procedimientos de screening prenatal en el se-
gundo trimestre deben tener al menos un indice de
deteccién de 75% y no mas de 5% de falsos positivos.

5. Los estudios de imagen deben ser realizados por
personal certificado.
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Figura 4: Cariotipo de un paciente con sindrome de Down con ayu-
da para su interpretacion con un sistema de bioinformatica.

Tabla 1: Rasgos clinicos en sindrome de Down.

Cuello corto

Orejas pequedias

Lengua que tiende a salirse de la boca
Manchas blancas diminutas en el iris del ojo
Estatura més baja en la nifiez y la adultez
Retraso mental

Piel redundante en el cuello

Pliegues en epicanto

Perfil facial plano

Pliegue Unico palmar

Cardiopatias congénitas

Estenosis intestinal

Hernia umbilical

Hipotonia muscular

Hendidura entre el primero y segundo dedo del pie
Leucemia
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Tabla 2: Principales complicaciones por el uso de métodos

invasivos.
Complicaciones n
Pérdida fetal 0.50%
Corioamnionitis <1/1,000
Ruptura prematura de membranas < 1/1,000

Muestra insuficiente o inadecuada <1%
Despegamiento corial
Hematoma placentario

6. Para mujeres que se hicieron screening en el primer
trimestre, se recomienda alfa fetoproteina + ultrasono-
grafia para descartar defectos de cierre del tubo neural.

7. Debe proporcionarse siempre al laboratorio la edad
gestacional por ultrasonografia, el peso materno, etnia,
la diabetes mellitus insulinodependiente y técnica de
reproduccién asistida utilizada.

8. Siempre se debe implementar un Programa de Evalua-
cién Externa de la Calidad, y es conveniente siempre
poder ofrecer en conjunto el estudio de ultrasonido,
asesoramiento genético, educacién a médicos, pa-
cientes y proveedores, y se debe contar con recursos
para administracién, auditorfa clinica periddica y
gestion de datos.”

FUENTES DE OBTENCION DE
MATERIAL GENETICO FETAL

El examen del material genético fetal es el mejor material
para realizar el diagnéstico de aneuploidias al emplear
técnicas moleculares; los sitios anatémicos de donde se
puede obtener material genético fetal son los siguientes:

Deteccion de células nucleadas fetales (CF) en sangre
materna: con este método se obtiene aproximadamente
una célula fetal por cada 10,000-1,000,000 células ma-
ternas; + 20 CF: 20 mL de sangre materna, por lo que las
cantidades obtenidas son infimas.

El material genético también se puede aislar de
elementos celulares del trofoblasto fetal desde el canal
endocervical con alta variabilidad de recuperacién, la
cual va de 4-80%, por lo que no hay consistencia con
este método.

Por dltimo, se puede hacer andlisis del material gené-
tico del feto presente en la sangre materna por puncién
venosa, con molestias minimas y sin riesgo de pérdida
fetal o de otras complicaciones. Esto es posible ya que la
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placenta es la principal fuente de ADN libre fetal (cffADN)
en la sangre de la madre.

El ADN libre fetal esta formado por fragmentos cor-
tos de ADN de aproximadamente 200 pares de bases,
la principal fuente proviene de células apoptéticas del
trofoblasto.

ADN libre materna > ADN libre feto (placenta):
células apoptéticas.

Se requiere un minimo de cffADN para tener precision
(indice de ADN) 0.5%.8
Las pruebas genéticas prenatales no invasivas se co-
nocen desde 1977, cuando se pudo identificar el ADN
libre fetal en la sangre de la madre, siete anos después
la técnica se utiliz6 para la identificacién intrauterina del
género y el genotipo del sistema Rh del producto.

A partir de entonces, se ha visto una serie escalada
de avances y mejoras en las técnicas desarrolladas por la
industria del diagndstico.

Con las pruebas de secuenciacién de nueva gene-
racién se han podido identificar de manera confiable
variantes de nucleétido tGnico, inserciones y deleciones,
asi como variaciones de nimero de copia e inversiones
grandes.

Dentro de las aplicaciones se encuentran la rese-
cuenciacion dirigida para secuencias especificas y la
resecuenciacion de exoma para regiones codificantes;
es posible hacer la secuenciacion de genoma completo
como se hizo con la codificacién completa del genoma
humano vy, por dltimo, con esta técnica se puede hacer
la secuenciacién de nueva generacién utilizada en el
diagnéstico prenatal de aneuploidias.’

Aunque existen varios tipos de secuenciacién, en
esencia tienen el mismo principio, en todos ellos el primer
paso consiste en la deteccién del acido nucleico, por lo
que se requiere de una previa amplificacién del fragmento
a secuenciar para poder obtener muchas lecturas secuen-
ciadas del mismo. Este proceso puede darse mediante una
reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) en emulsién o
por una PCR puente. En el primer caso, la mezcla de re-
accion consiste en una emulsién aceite-agua creada para
encapsular complejos entre el ADN y nanoesferas, dentro
de gotas pequenas de agua. Después de la emulsion, el
siguiente paso es la amplificacion del fragmento, en este
paso cada nanoesfera queda recubierta por varios miles
de copias de la misma secuencia molde, lo que forma los
ctmulos de replicacion. Dependiendo de la plataforma
NGS, estas nanoesferas se unen quimicamente a la su-
perficie de cristal (SOLID) o se depositan en los pocillos
de las placas multipocillo empleadas en dicha plataforma.
En el segundo caso, la secuenciacion tiene lugar sobre
una placa de vidrio, sobre la que estan dispuestos adap-
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tadores complementarios a los adaptadores anclados en
las secuencias desnaturalizadas a secuenciar. Asi, cada
fragmento de ADN monocatenario se unird por uno de sus
extremos a uno de los oligonucleétidos complementarios
presentes en la placa. Después de la accion de la poli-
merasa, que utiliza estos adaptadores como iniciadores,
se sintetiza la cadena complementaria y después, tendra
un nuevo ciclo de desnaturalizacién, lo que provoca que
las hebras desnaturalizadas formen puentes gracias a la
unién de su extremo libre con otro de los adaptadores
inmovilizados en la placa. Este proceso se repite varias
veces, hasta formar lo que se conoce como clusters, una
agrupacion de secuencias idénticas inmovilizadas sobre
una superficie sélida (Figura 5).1°

Con el uso de tecnologias de bioinformatica, en este
paso es posible identificar y separar el ADN de la madre
y del producto (Figura 6).

El andlisis anterior puede reportar el tipo de aneu-

ploidia encontrada, la probabilidad de que el producto
presente la alteracién y el riesgo, asi como el porcentaje
de ADN fetal libre (Figura 7).
Las pruebas genéticas prenatales son mds seguras que
el screening prenatal, sélo requieren de 5 mL de sangre
materna tomada en un tubo especial, producen menos
resultados falsos positivos con un indice de 1-3%, se
utilizan menos procedimientos invasivos y por lo tanto
eliminan el riesgo de aborto por procedimientos invasi-
vos, aunque se puede identificar ADN libre fetal desde la
semana siete, los resultados son méas confiables después
de la décima semana de gestacion.

Zamora PA. Diagnostico de aneuploidia

Algunas de las fuentes de error que el médico debe
considerar en la interpretacién de ese tipo de pruebas
son las siguientes:

Edad gestacional materna: en etapa muy temprana,
la cantidad de ADN libre puede ser insuficiente, esta con-

Comparacion de distribucién de tamafio de
ADN libre fetal y materno

0.020 -
Fetal Materno
0.015
.f
% | |
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[
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Figura 6: Separacion del ADN de la madre y del producto emplean-
do sistemas bioinformaticos. En este tipo de andlisis, el ADN de la
madre siempre debe ser mayor que el del producto.
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Conditions Probability Risk assessment
‘ 1/2359935 Low risk
‘ 1/2970978 Low risk

Figura: ‘ 11936840 Low risk

Ejemplo de resultado de ADN
libre fetal por secuenciacion
masiva.

It is advised that high-risk results should be followed by confirmatory diagnostic testing

Fetal cfDNA percentage 5.36%

Tabla 3: Diferentes tipos de mosaicismo, observe gue algunos provocan resultados falsos positivos, mientras que otros pueden ser

interpretados como falsos negativos.

Nombre Citotrofoblasto Mesenquimal Core Feto Criterio
CPM Anormal Anormal Normal FP
CPM3 Anormal Normal Normal FP
GMDD Normal Anormal Anormal FN
CFM Normal Normal Anormal FN

CPM = mosaicismo confinado a la placenta, CPM3 = mosaicismo confinado a la placenta tipo 3, GMDD = mosaicismo generalizado directo, CFM = mosaicismo

confinado al feto, FP = Falsos positivos, FN = Falsos negativos.

dicion genera un aumento de indice de falsos negativos,
por esta razén la prueba no se recomienda antes de la
décima semana de edad gestacional.

Obesidad materna: a mayor peso, se detecta un
menor porcentaje de cffADN, aunque la causa no esta
bien entendida, pero se considera que el incremento en
el indice de masa corporal juega un factor dilucional.

Embarazos miltiples: los estudios realizados en
mujeres con embarazos bicoriales pueden generar dis-
cordancia de los resultados obtenidos.

Condiciones maternas: se presenta en caso de que
la madre padezca otras alteraciones cromosémicas o
neoplasias como las que se generan en el trofoblasto.

Mosaicismo placentario: probablemente una de las
causas mas importantes de resultados discordantes en la
presencia de mosaicismo, entendido como una alteracion
genética en la que, en un mismo individuo, coexisten
dos 0 mas poblaciones de células con distinto genotipo,
originadas a partir del mismo cigoto, lo que genera dife-
rentes tipos de mosaicismo y que el médico debe tener
en cuenta ya que tienen una interpretacion diagnéstica
distinta (Tabla 3).1"12

Tabla 4: Criterios de confiabilidad comparando pacientes

con embarazo sin riesgo, contra pacientes de alto riesgo.

Sensibilidad Especificidad

Tipo de embarazo % %
Embarazo sin riesgo

Down 95.9 99.9

Edwards 86.5 99.8

Patau 775 99.9
Embarazo de alto riesgo

Down 97 99.7

Edwards 93 99.0

Patau 95 99.9

CONFIABILIDAD DE LAS PRUEBAS
PRENATALES NO INVASIVAS

Aunque existen revisiones previas de la confiabilidad de
las pruebas prenatales no invasivas, la mayoria de los
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autores no incluye una separacién de la sensibilidad y
especificidad entre la poblacién de mujeres embarazadas
sin riesgo y las pacientes con embarazo de alto riesgo.

El Comité Nacional de Evaluacién del Reino Unido
realizé una revision para proporcionar un resumen de la
precision de las pruebas prenatales no invasivas para la
deteccién de los sindromes de Down, Edwards y Patau
en los embarazos del primer trimestre, los resultados de
muestran en la Tabla 4.13

CONCLUSIONES

1. En la actualidad, las pruebas prenatales no invasivas
son la alternativa diagndstica més confiable y segura
para detectar aneuploidias prenatales.

2. Puede detectar aneuploidias a edad gestacional
temprana.

3. No es invasiva, por lo tanto no tiene riesgos.

4. Tienen alta sensibilidad, especificidad y valor predic-
tivo negativo.

5. Puede emplearse en cualquier mujer embarazada,
con o sin antecedentes de riesgo.
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