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Articulo de revision

Estudio prenatal no invasivo para la deteccién de aneuploidias mediante
ADN fetal libre en sangre materna: descripcion de tres metodologias

Rafael Alfonso Sanchez Usabiaga,’ Anaid Batista Espinoza,? Sergio Romero Tovar?

RESUMEN

Después de décadas de investigacion, el estudio prenatal no
invasivo para la deteccién de aneuploidias mediante ADN fetal
libre de células en sangre materna es una realidad. Diferentes
metodologias de secuenciacion masiva ya se utilizan en la
practica clinica. En este articulo se describen tres metodologias
capaces de identificar alteraciones cromosémicas fetales me-
diante la secuenciacion masiva y analisis del ADN fetal libre de
células en sangre materna. La secuenciacion masiva en paralelo,
el analisis digital de regiones seleccionadas y la metodologia
de Parental Support® son métodos precisos y confiables para la
deteccion de las aneuploidias cromosémicas mas frecuentes,
como la trisomia 21 (T21), trisomia 18 (T18), trisomia 13 (T13),
monosomia X0 (sindrome de Turner) y sindrome de Klinefelter
(XXY), mediante el analisis de ADN fetal libre en sangre materna.
La metodologia Parental Support® otorga grandes ventajas para
lograr alta precisién al identificar las anomalias cromosémicas
mas frecuentes (T21, T18, T13, X0 y XXY). La implementacién
de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion en el
diagnéstico prenatal no invasivo promete ser una herramienta
de tamizaje de aneuploidias fetales y puede integrarse a los
algoritmos existentes en la atencioén prenatal.

Palabras clave: diagndstico prenatal no invasivo, aneuploidias,
ADN fetal libre en sangre materna, trisomia 21, sindrome de
Turner.
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ABSTRACT

After decades of research, the noninvasive study of prenatal
detection of aneuploidy using cell-free DNA in maternal blood
is a reality. Different mass sequencing methodologies are
already used in clinical practice. This paper describes three
methodologies able to identify fetal chromosomal abnormali-
ties by massive sequencing and analysis of cell-free DNA in
maternal blood. Massively parallel sequencing, digital analysis
and technology selected regions of Parental Support™ (PS) are
accurate and reliable methods for detecting the most common
chromosomal aneuploid cells, such as trisomy 21 (T21), trisomy
18 (T18), trisomy 13 (T13), monosomy X0 (Turner syndrome)
and Klinefelter syndrome (XXY) by analysis of free fetal DNA in
maternal blood. Parental Support™ methodology provides great
advantages to achieve high accuracy in identifying frequent
chromosomal abnormalities (T21, T18, T13, X0 and XXY). The
implementation of technologies of next-generation sequencing
in the noninvasive prenatal diagnosis promises to be a screen-
ing tool for fetal aneuploidy and can be integrated into existing
algorithms in prenatal care.

Key words: non-invasive prenatal diagnosis, aneuploidy, mater-
nal blood free fetal DNA, trisomy 21, Turner syndrome.

asta hace poco tiempo, las mujeres em-

barazadas con deseo de conocer el estado

cromosomico fetal tenian como opciones

no invasivas los marcadores bioquimicos
maternos y ultrasonograficos fetales. El tamizaje pre-
natal para aneuploidias fetales inicié en la década de
1960 y la edad materna se usaba como parametro de
deteccion.

En la Obstetricia moderna, el tamizaje prenatal y el
diagnoéstico de aneuploidias fetales, como la trisomia
21 (T21), estan bien establecidos en la practica clinica
cotidiana.
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El tradicional tamizaje no invasivo se considera se-
guro; sin embargo, es poco preciso. El tamizaje sérico
de marcadores bioquimicos tiene un intervalo de falsos
negativos de 12 a23% y falsos positivos de 1.9 a 5.2%.'-
El tamizaje ultrasonografico de aneuploidias depende
de la edad gestacional y so6lo 35% de las alteraciones
anatomicas se detectaron en 15,000 mujeres estudiadas
por ultrasonido; en 17% de éstas se pudieron detectar
antes de la semana 24 de gestacion,* precisando un gran
ntmero de procedimientos diagndsticos invasivos (biop-
sia de vellosidades coriales o amniocentesis).

Décadas de investigacion del estudio prenatal no
invasivo con base en ADN fetal libre de células para
identificar alteraciones cromosomicas finalmente co-
mienzan a dar frutos. El desarrollo de las denominadas
tecnologias de secuenciacion masiva actualmente
permite obtener millones de secuencias de ADN a una
velocidad sin precedentes y a menor costo. Los avances
tecnologicos han conducido al desarrollo de la secuen-
ciacion de nueva generacion, también conocida como
secuenciacion masiva en paralelo; tecnologias que per-
miten logros clinicos trascendentales con potencial en
su aplicacion y que estan revolucionando el diagndstico
prenatal no invasivo.

Los estudios iniciales de investigacion se dirigieron
al aislamiento del ADN en células fetales en sangre
materna. Dada la relacion ~ 1:1,000,000 de células
materno-fetales en la circulacion fue dificil obtener
resultados satisfactorios.

Estudios recientes se centraron en el analisis del
ADN libre en sangre materna, porque contiene canti-
dades apreciables de ADN fetal, presumiblemente de
origen placentario.™” Hoy en dia, se han reportado por
tres metodologias datos clinicos del estudio prenatal no
invasivo; estas técnicas implican deteccion directa de las
diferencias observadas en el perfil del ADN fetal libre
en sangre materna.

La técnica mas sencilla, secuenciacion masiva en pa-
ralelo, detecta con precision las trisomias 21 (sindrome
de Down), 18 (sindrome de Edwards) y 13 (sindrome de
Patau), asi como la monosomia X (sindrome de Turner),
con menor precision. 16

Un enfoque cuantitativo, denominado analisis digi-
tal de regiones selectivas, demostré mayor precision
para la deteccion de la T18 y T21 que la secuenciacion

masiva en paralelo, al incluir la amplificacion de pasos
especificos.!”"?

Una tercera metodologia, denominada Parental
Support®, combina la secuenciacion con un andlisis
bioinformatico extenso y detecta T13, T21, T18, 45,X,
ademas de trisomias de cromosomas sexuales, como
47,XXY (sindrome de Klinefelter), con adecuada pre-
cision. 2

Estas metodologias evitan en la practica incluso 98%
de los estudios diagnosticos invasivos.?

Este documento describe una vision general de las
tres metodologias para la deteccion prenatal de aneuploi-
dias fetales y considera sus ventajas e inconvenientes al
aplicarlas en la practica clinica.

Factores importantes a considerar en el estudio
prenatal no invasivo

La prevalencia de las siete causas mas comunes de aneu-
ploidias se muestran en la Figura 1.273° Los siguientes
tres factores son importantes al evaluar los métodos de
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Figura 1. Prevalencia de anormalidades cromosémicas.
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estudio penatal no invasivo para la deteccion de aneu-
ploidias: alcance, precision y costo.

Alcance

La mayor parte de los métodos de estudio prenatal no
invasivo se centran en detectar trisomias autosémicas
(T21,T18,T13), ya que son mas faciles de detectar por
ser fenotipicamente mas severas. Sin embargo, estas
trisomias representan aproximadamente solo la mitad
de las anormalidades cromosomicas al nacimiento vy,
mas aun, s6lo una pequeiia fraccion durante el segundo
trimestre de embarazo, que es cuando se realizan las
pruebas de tamizaje de aneuploidias. El alcance mas
amplio de los métodos de estudio prenatal no invasivo
se lograra cuando revelen las diferentes anomalias
cromosdmicas diagnosticadas mediante los métodos
invasivos.

Precision

La precision se evalua tipicamente como la especifi-
cidad, que es la medida de evitar falsos positivos, y la
sensibilidad, que es la manera de evitar falsos negativos.
Los estudios con alta especificidad son 6ptimos para
evitar seguimientos innecesarios mediante procedi-
mientos invasivos, mientras que los estudios con alta
sensibilidad son mejores para evitar nacimientos con
alteraciones cromosomicas. Los estudios tradicionales
miden con precision global basada en datos de grandes
ensayos clinicos; mientras mas avanzada es la prueba,
puede calcular con mayor exactitud el estudio especifico.
Dado que la deteccion de aneuploidias mediante ADN
depende de la posibilidad de medir el ADN fetal, existe
una estrecha correlacion entre la fraccion de ADN fetal
en el plasma materno y la exactitud del diagnoéstico.
Al tiempo de que se realiza la mayor parte de tamizaje
prenatal, el promedio de la fraccion fetal es entre 10
y 15%; sin embargo, en cualquier edad gestacional,
la fraccion fetal varia de paciente a paciente, aproxi-
madamente en orden de magnitud, por tanto, la edad
gestacional en si es un mal sustituto para la exactitud.
(Note que los diferentes métodos de medicion propor-
cionan diferentes, pero autoconsistentes, nimeros para
la fraccion fetal; por ejemplo, entre 2 'y 20% o entre 4 y
40%). Mediciones directas de la fraccion fetal pueden
proporcionar mayor precision al estimar la exactitud

de cada prueba individual; si la fraccion fetal es menor,
mayor es la probabilidad de tener resultados erréneos.
Entre mayor sea la precision en la estimacion individual
de las pruebas, mejores seran la especificidad y sensibi-
lidad del estudio, ya que los resultados de baja calidad
por baja fraccion fetal pueden ser marcados como “no
call” y requeriran una nueva toma de sangre materna
para su resultado definitivo.*!2

Costo

El costo del estudio prenatal no invasivo esta determi-
nado en funcién de diferentes variables, que incluyen la
logistica de la toma de muestras y su envio, los detalles
en las técnicas de biologia molecular, necesarias para la
preparacion de la muestra, y la medicion e interpretacion.
Muchos de estos factores no varian significativamente
entre diferentes metodologias. Actualmente, el principal
factor diferenciador entre los diversos métodos se debe
al nimero de secuencias necesarias para determinar la
copia del nimero de cromosomas de interés; sin embar-
go, conforme el costo de la secuenciacion se reduce, la
relevancia de esta diferencia disminuira.

Secuenciacion de nueva generacion en el diagnostico
prenatal

Eluso de esta tecnologia en el diagnostico prenatal, hasta
el momento, es eficaz en la deteccion de ancuploidias
a partir de ADN fetal presente en la sangre materna
(Figura 2).

Secuenciacién masiva en paralelo

La secuenciacion masiva en paralelo de ADN libre en
sangre materna es un método preciso y confiable para la
deteccion de aneuploidias cromosdmicas fetales a partir
de la semana 10 de gestacion.®!14163!

Esta tecnologia funciona al detectar mayores can-
tidades de ADN en el plasma materno del cromosoma
fetal triploide, en comparacion con los cromosomas de
referencia. Un feto con trisomia tiene 50% mas de ma-
terial genético del cromosoma triploide, lo que resulta
en aumento de 1 a 10% de la cantidad de ADN libre del
cromosoma afectado en plasma materno.

El ADN libre es amplificado y secuenciado, las
lecturas de las secuencias son identificadas en un mapa
gendmico y se calcula mediante una puntuacion Z, que
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Figura 2. Esquema de la deteccion de aneuploidias fetales usan-
do secuenciacion de nueva generacion. En este procedimiento se
aislan los fragmentos de ADN fetal libres en el plasma materno y
se produce una libreria de secuencias especiales; la libreria se
somete a secuenciacion para determinar la secuencia de cada
fragmento; las secuencias se alinean con el genoma de referencia
y se identifica su localizacion cromosémica mediante métodos
bioinformaticos; la comparacién de estos datos con un banco de
muestras de referencia y el uso de valores prefijados de corte
(puntuacion Z) permite determinar la dotacién cromosoémica.
Adaptada de Hahn y colaboradores.??

representa el nimero de desviaciones estandar de la
medicion por encima de la media.

La puntuacion Z, por encima de cierto valor, tipica-
mente entre 2.5 y 4, se reporta como positiva para la
trisomia. Una ventaja de este método es que la secuencia-
cion masiva en paralelo es sencilla de aplicar, tanto para
la técnica de biologia molecular, como la metodologia
estadistica sencilla.

Como se observa en el Cuadro 1, la metodologia
de secuenciacion masiva en paralelo muestra una
precision satisfactoria para detectar T21 y T18 debido
a las concentraciones adecuadas de ADN fetal; sin
embargo, la capacidad para detectar T13 y 45X es
limitada.!?!5:1¢

Esto se debe a la gran variabilidad de las secuencias
en algunos cromosomas, lo que limita el alcance para
reconocer con precision las anomalias cromosdmicas
mediante los métodos cuantitativos. Esta limitacion se
agrava en las muestras extraidas en etapas gestacionales
tempranas, ya que la cantidad de la fraccion fetal de ADN
libre es baja. Los casos de fraccion de ADN fetal bajo
generalmente resultaran no afectados, sesgando el resul-
tado hacia falsos negativos y no hacia falsos positivos.
Como se realiza la secuenciacion masiva en paralelo,
no utiliza un método para determinar la precision espe-
cifica de la prueba, que podria disminuir esta limitante.
Ademas, esta metodologia amplifica universalmente el
ADN total de manera indiscriminada, a pesar de que los
cromosomas 13, 18, 21, X y Y representan aproxima-
damente 14% del genoma. Dado que s6lo un pequefiio
porcentaje de lectura de secuencias son relevantes para
la deteccion de aneuploidias de los cromosomas de
interés, se requieren entre 20 y 30 millones de lecturas
para lograr el objetivo de precision y es mayor a los
requeridos en el analisis digital de regiones selectivas
o en Parental Support®.

Analisis digital de regiones seleccionadas

Este método es cualitativo y selectivamente se dirige
solo a los cromosomas de interés e incluye una am-
plificacion especifica, dirigida aproximadamente a
400 locus por cromosoma. La amplificacion dirigida
resulta en aumento significativo de la eficiencia de la
secuenciacion, requiriendo entre 100,000 y 300,000
lecturas por cromosoma en el estudio. El analisis digi-
tal de regiones seleccionadas recientemente demostro
en la practica clinica detectar con adecuada precision
T21y T18."

Sin embargo, como todos los métodos puramente
cuantitativos, el enfoque depende de los cromosomas
que tienen baja variabilidad en la amplificacion, lo que
limita su utilidad diagnostica para algunos cromosomas
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Sensibilidad y especificidad de los métodos de estudio prenatal no invasivo para detectar diversas anormalidades cro-

mosomicas
Sensibilidad Especificidad
Trisomia Trisomia Trisomia 45X 47,XXY Trisomia 13 Trisomia 18 Trisomia 21 45X 47,XXY
13 18 21
Secuenciaciéon ma- 91.7%  100% 98.6% 99.03% 99.70% 99.80%
siva en paralelo™'®  (11/12) (59/59) (209/212) (1,672/1,688) (1,683/1,688) (1,468/1,471)
Secuenciacion ma- 78.6% 97.2% 100% 93.8% 99.39% 99.78% 100% 99.76%
siva en paralelo'® (11/14) (35/36) (89/89) (15/16) (485/488) (460/461) (404/404) (416/417)
Analisis digital de 98% 100% 100% 100%
regiones selectivas'® (49/50)  (50/50) (297/297) (297/297)
Parental Support®®  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(2/2) (3/3) (1212)  (111)  (2/2) (135/135) (135/135) (135/135) (135/135) (135/135)

Parental Support®

La metodologia Parental Support®, también referida
como NATUS (por sus siglas en inglés de pruebas de
aneuploidia de ultima generacion con polimorfismos
de nucledtido simple), es mas compleja, ya que com-
bina una amplificacion selectiva multiplex, dirigida
aproximadamente a 20,000 locus en cada cromosoma
evaluado, aunado a un analisis estadistico avanzado.
A diferencia de los métodos cuantitativos, Parental
Support® se centra en la medicion de polimorfismos
de nucledtido tnico. Mediante la medicion de locus
polimoérficos, esta metodologia es capaz de extraer
multiples piezas de informacion —el numero e identidad
de cada alelo— en cada una de las secuencias leidas,
por lo que Parental Support® incorpora informacioén
altamente confiable de alelos paternos y su frecuencia
de entrecruzamiento de datos suficientes para establecer
un modelo de hipdtesis (por ejemplo, monosomias,
disomias o trisomias), cada una correspondiente a los
diferentes patrones de herencia genética relativos a
los sitios de entrecruzamiento para cada numero de
copias posible.

Se utiliza estadistica bayesiana para asignar una
probabilidad de cada hipotesis y una maxima estima-
cion de la posibilidad para seleccionar la hipdtesis mas
probable y calcular que la probabilidad de la hipdtesis
sea la correcta (Figura 3).

El anélisis de Parental Support® se basa en el patron
de distribucion de alelos, a diferencia de los métodos
cuantitativos, y compara la especificidad cromosdémica
con las cuentas leidas; por tanto, no sucede variabilidad
en la amplificacion cromosdmica. Como resultado, esta

metodologia es capaz de determinar el nimero de co-
pias de los cromosomas fetales 13, 18, 21, X y Y, con
precision similarmente alta.

Parental Support® es capaz de detectar T13, T18,
T21,45X y d7 XXY sin errores; sin embargo, estos datos
partieron de un estudio clinico ciego. Debido a la falta de
especificidad cromosomica y a que esta metodologia no
requiere cromosoma de referencia, detecta trisomias de
cromosomas sexuales como 47XXX y 47XYY, disomias
uniparentales y triploidias.?

CONCLUSIONES

La demanda creciente de técnicas de secuenciacion
a bajo costo condujo al desarrollo de tecnologias de
secuenciacion que producen miles de millones de se-
cuencias de manera simultanea. Esta nueva tecnologia
pone a disposicion de la medicina perinatal un excelente
recurso para el diagnostico genético antenatal, con la
gran ventaja de ser no invasivo y de una elevada seguri-
dad diagnostica. Tres diferentes metodologias aplicadas
en la practica clinica demuestran ser precisas, confiables
y capaces de detectar anomalias cromosomicas mediante
la secuenciacion y analisis del ADN fetal libre de células
en sangre materna. Sin embargo, una de las limitantes
de los métodos cuantitativos (secuenciacién masiva en
paralelo-analisis digital de regiones seleccionadas) es
la gran variabilidad de secuencias de ciertos cromo-
somas, lo que limita su precision en los resultados. La
metodologia Parental Support® otorga grandes ventajas
para lograr una alta precision al identificar las anomalias
cromosdmicas mas frecuentes. La alta sensibilidad y es-
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Figura 3. Deteccion de aneuploidias mediante PS. En esta metodologia la muestra de sangre materna se separa en capas mediante
centrifugacion; las capas estan compuestas por el plasma, la capa leucocitica y los glébulos rojos; posteriormente, la muestra se
amplifica y analiza con un equipo de secuenciacion que mide las variaciones genéticas de los polimorfismos de nucledtido simple
(SNP) entre los genomas materno y fetal; a continuacion, los datos de la secuenciacion se analizan con un algoritmo especifico que
distingue la sefial de ADN fetal, genera un informe de los cromosomas e incluye los puntajes de riesgo que incorporan exactitudes
calculadas para cada cromosoma especifico.

pecificidad en la deteccion de las trisomias 21, 18 y 13y
lamonosomia X sugieren que la secuenciacion masiva de
ADN se puede incorporar a los algoritmos actuales para
la deteccion de aneuploidias y de esta manera reducir
los innecesarios procedimientos invasivos.
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