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DiAGNOSTICO PRENATAL NO INVASIVO BASADO
EN ADN LIBRE FETAL: ACTUALIZACION

Walter Ricardo Ventura Laveriano'?

RESUMEN

El descubrimiento del ADN libre fetal circulando en sangre materna ha revolucionado la prac-
tica de la Obstetricia y cambiado el paradigma del diagnéstico prenatal. En los Ultimos 5 afios
hemos avanzado del tamizaje de aneuplodias con muchos falsos positivos a uno mucho mas
efectivo y con cifras de falsos positivos muy bajas. Este es, sin duda, el mejor método de tami-
zaje actual que se tiene en Obstetricia.
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NoN-INVASIVE PRENATAL DIAGNOSIS BASED ON CELL-FREE FETAL DNA:
UPDATE

ABSTRACT

The discovery of cell free fetal DNA (cff-DNA) in maternal circulation has profoundly changed
the clinical practice of Obstetrics and knocked down an old paradigm in prenatal diagnosis.
Over the past five years screening for chromosomal abnormalities has moved from one with
a high false positive rate into another more effective and at lower false positive rate. Undoubt-
edly, this test is the best effective screening tool in Obstetrics.
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INTRODUCCION

El diagnostico prenatal ha dado grandes pasos en los ultimos 10
afios. Gracias al descubrimiento del ADN libre circulando en sangre
materna, hoy se puede aislar este ADN libre fetal y secuenciar par-
te del genoma que sea de interés clinico, o incluso secuenciar todo
el genoma fetal, pudiéndose diagnosticar virtualmente todas las al-
teraciones genéticas hasta hoy identificadas e incluso alteraciones
genéticas puntuales de significado incierto o que aun no tienen co-
rrelato clinico®. El objetivo de esta corta revision es presentar una
actualizacion sobre lo que se viene haciendo en el mundo con esta
nueva tecnologia, particularmente en el tamizaje de trisomia 21.

Durante décadas, gran parte de los esfuerzos del diagnostico pre-
natal ha estado orientado a identificar fetos con aneuplodia. La
aneuploidia es un término que hace referencia a un nimero anor-
mal de cromosomas en las células de los humanos. La aneuploidia
mas comun es la trisomia 21, que afecta aproximadamente a 1/700
embarazos a término. Le siguen en frecuencia la trisomia 18 (1/6 000)
y trisomia 13 (1/10 000)?. En la década de los 60, se empezaron a
realizar los primeros cariotipos fetales en el liquido amnidtico, lo que
llevo a reportar los primeros casos de diagndstico prenatal de aneu-
ploidias. Quedaba entonces la tarea de empezar algin método de
cribado. Por los trabajos de G. Shuttleworth se sabia que a mayor
edad de las gestantes, mayor era el riesgo de presentar un feto con
trisomia 21¢).
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Basado en estas observaciones, hacia la década
delos 70 se considero la edad materna mayor de
35 afios el Unico método de cribado de trisomia
21, de tal forma que las gestantes mayores de 35
afios eran consideradas de riesgo y por lo tanto
se les ofrecia la prueba diagnostica, principal-
mente amniocentesis. Sin embargo, este méto-
do de tamizaje, basado en la edad materna, solo
permitia detectar no mas de 30% de fetos afec-
tos con trisomia 21, por lo que los investigadores
siguieron en la busqueda de mejores métodos
de deteccién®.

Es asi que durante la década de los 80 se popula-
rizé el método bioquimico o prueba triple (triple
test), que mide la presencia de tres hormonas:
estriol no conjugado, BhCG (sub unidad beta de
la hormona gonadotropina coriénica) y AFP (al-
fa-feto proteina)®. En algunas partes del mundo
se adiciona la medicién de inhibina A o prueba
cuadruple (quadruple test). Con este método de
tamizaje se logra una deteccién de 60 a 70%,
pero aun con una tasa de falsos positivos de
5046,

La décadadelos 90 fue clave, porque se pasé del
método bioquimico realizado en el segundo tri-
mestre al método ecografico, que podia ser rea-
lizado en el primer trimestre. Es decir, se podia
ofrecer por primera vez un tamizaje muy tem-
prano, entre la semana 11y 13. Fueron los traba-
jos pioneros del Profesor Kypros Nicolaides, en
el Reino Unido, basados en la medicion de lo que
hoy se conoce como translucencia nucal, los que
marcaron un hito en el diagnéstico prenatal. Por
primera vez se tenia un método de tamizaje de
trisomia 21 que ofrecia tasa de deteccion hasta
de 75% y que, mas aun, cuando se combina con
la medicién de dos hormonas del suero mater-
no, también en el primer trimestre (BhCG libre y
PAPP-A), se aumenta las tasas de deteccién has-
ta en 90%"). Lamentablemente, esta forma de
tamizaje nunca lleg6 al Peru y lo que ofrecemos
a nuestras gestantes hoy es un tamizaje partido,
basado en la translucencia nucal y solo a un seg-
mento de la poblacion, incluyendo marcadores
ecograficos adicionales que solo han sido valida-
dos cuando se les combina con los marcadores
bioquimicos. Desafortunadamente, parte aun
de los profesionales de la salud y de la pobla-
cion entienden a esta prueba como ‘diagndstico
genético’ y no como un tamizaje ecografico de
trisomia 21. Un tamizaje similar a lo que el Papa-
nicolaou lo es al cancer cervical.
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El diagndstico prenatal es mas que ecografia y
hoy tenemos la opcion de contar con pruebas
no invasivas que permitiran afinar mucho mas el
diagnostico prenatal. Sin duda, estamos vivien-
do un cambio de paradigma pocas veces visto
en Medicina.

EL ADN FETAL LIBRE

Hoy se puede obtener ADN fetal libre, esto es,
fragmentos cortos de ADN que no estan unidos
a células, proteinas o transportadores, y que
son liberados directamente de la placenta a la
circulacion materna. Una de las caracteristicas
de este ADN libre es que es especifico del emba-
razo, es decir, tiene una vida media muy corta,
de aproximadamente 15 minutos, siendo prac-
ticamente indetectable a las 2 horas posparto,
a diferencia de las células fetales, que fueron el
foco de interés inicial del diagnostico prenatal, y
que persisten dias 0 meses después de finaliza-
do el embarazo.

Este ADN fetal es facilmente aislado y resistente
a la temperatura ambiente, lo cual lo hace prac-
tico a la hora de manipulacion en el laboratorio
clinico®. Hoy se sabe que es exclusivamente
derivado de las células placentarias, a pesar
de llevar el nombre de ADN fetal. Se encuentra
presente desde la cuarta semana de gestaciony
aumenta conforme avanza la gestacion. Dennis
Lo, en 1997, aislé por primera vez segmentos de
ADN correspondiente al gen SRY (pertenecien-
tes al cromosoma Y) en el plasma de gestantes
portadoras de feto de sexo masculino®. Este
experimento demostré al mundo que efectiva-
mente existe ADN libre fetal circulando en san-
gre materna. Este fue el punto de inicio de un
nuevo horizonte en Obstetricia.

AprLICACIONES DEL ADN LIBRE FETAL
Determinaciéon del genotipo RHD fetal

Con el descubrimiento del ADN libre fetal en
plasma materno, los autores visionaron la prime-
ra aplicacion clinica de esta tecnologia, evaluan-
do el genotipo fetal RHD fetal para determinar
si el feto es Rh positivo o negativo. Con tecnolo-
gia simple de amplificacion por PCR (polymerase
chain reaction) se logrd determinar el genotipo
fetal RhD en 55 de 57 mujeres Rh negativo®,
Este experimento tuvo una trascendencia sig-
nificativa, debido a que al conocer el genotipo
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RhD fetal se puede indicar anti-D solo a aque-
llas mujeres portadoras de fetos Rh positivos,
reduciendo el numero innecesario de anti-D,
asi como el consiguiente ahorro y disminucion
de efectos adversos del anti-D. De hecho, este
es una aplicacion actual en paises como el Reino
Unido, Holanda y Dinamarca, donde las mujeres
gestantes Rh negativas son sometidas a un ana-
lisis de genotipo fetal y solo las gestantes con
fetos Rh positivos recibiran la vacuna anti-D.

Determinacion del sexo fetal

La determinacion del sexo fetal en el diagnostico
prenatal es de vital importancia para el manejo
de enfermedades ligadas al cromosoma X o en
casos de genitales ambiguos. Ademas, la deter-
minacion en gestantes del sexo fetal por riesgo
de hiperplasia adrenal congénita permitiria se-
leccionar aquellas gestantes que se puedan be-
neficiar con esteroides para prevenir la masculi-
nizacion de fetos de sexo femenino™.

Tamizaje de trisomia 21 y otras aneuploidias

Mientras que la determinacién del genotipo y
sexo fetal se puede lograr con PCR, la determi-
nacion de aneuploidias requiere otro enfoque
que tard6 afios en desarrollarse. La aplicacion
del PCR digital permitié desarrollar el método
cuantitativo, que es la base actual para la detec-
cion de aneuplodia basado en ADN libre fetal.
Sin embargo, el desarrollo de los métodos de
secuenciamiento paralelo masivo que permiten
contar millones de fragmentos de ADN en poco
tiempo, permitieron dar el salto del laboratorio
al escenario clinico. El principio es identificar los
fragmentos de ADN fetal de los fragmentos de
ADN materno; luego, estos se comparan con el
genoma humano y se ubican segun el tipo de
cromosoma. Un feto con dos cromosomas del
par 21 siempre tendra una proporcién constante
de cromosoma 21, mientras que un feto con un
cromosoma extra del par 21 (trisomia 21) tendra
una proporciéon mayor. Esa diferencia es detec-
tada por modelos matematicos por medio del
uso de la bioinformatica, y es reportada como
positiva (riesgo alto) o negativa (riesgo bajo) en
caso de no existir diferencia. Se entiende enton-
ces que este método no es diagndstico, porque
no lee un cariotipo; es un método de tamizaje
con tasa alta de deteccidén y tasa muy baja de
falso positivo. Para poder dar un resultado con-
fiable, se necesita que la fracciéon de ADN fetal

(relacion ADN fetal/ADN materno) sea por lo me-
nos mayor del 5%. Mientras mas alta sea la frac-
cion, la probabilidad de dar un falso negativo se
acerca a cero.

En el 2008, dos estudios de dos grupos de inves-
tigadores diferentes, publicados solo con dos
meses de diferencia, mostraban al mundo que
se podia diagnosticar trisomia 21 usando el se-
cuenciamiento masivo paralelo'). En los afios
sucesivos publicaron varios estudios reportan-
do tasas de deteccion similares de mas de 99,5%
de deteccion de trisomia 21 y con una tasa de
falsos positivos de 0,1%. Gracias a estos estu-
dios, en octubre de 2011, la compafiia Sequenon
Inc. lanzé al mercado norteamericano el primer
producto comercial de tamizaje no invasivo de
trisomia 21 en sangre materna, ofreciendo una
tasa de deteccion hasta entonces impensable
de 99,5% y tasas de falsos positivos muy redu-
cidos de 0,1%"®. Este fue el dia en que cambid
el diagndstico prenatal; el dia en que cambié
el viejo paradigma de tamizaje de aneuploidias
basado en la edad materna y hallazgos ecogra-
ficos y/o bioquimicos a una sola prueba de san-
gre materna no invasiva con tasas tan altas que
bien podrian ser consideradas de diagnostico.
Lo que es mejor aun, esta prueba puede ofre-
cerse tan temprano como las 10 semanas de
gestacion. El Colegio Americano de Obstetricia
y Ginecologia (ACOG)y la Sociedad Internacional
de Diagnostico Prenatal (ISPD) se han pronuncia-
do y recomiendan informar de la existencia de
esta prueba a las gestantes de alto riesgo y que
los resultados deben ser confirmados con una
prueba invasiva"”.

La pregunta siguiente es que si esta prueba es
altamente efectiva en poblaciones de riesgo
alto entonces también lo sera en poblaciones de
riesgo bajo. Existe un estudio actual que respon-
de muy bien a esta pregunta, que fue llevado a
cabo en una poblacién de 2 049 gestantes no
seleccionadas que acudian normalmente a un
programa de tamizaje del primer trimestre, en-
tre las 11y 13 semanas"™®. En este estudio, la in-
cidencia de trisomia 21 fue de 8 casos y de triso-
mia 18 de 2 casos, que es lo que normalmente se
observa en la poblacion general. Sorprendente-
mente, el ADN libre fetal permitié detectar los 8
casos de trisomia 21y los 2 casos de trisomia 18;
es decir, se tuvo tasa de deteccién de 100%"®.
Sin embargo, aun hay cierta resistencia acerca
de la utilidad de esta prueba en poblaciones de
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riesgo bajo. Una de las razones argumentadas
en contra de su uso rutinario es el valor predic-
tivo positivo bajo de esta prueba. No obstante,
debemos de recordar que el valor predictivo de
una prueba dependera de la prevalencia de la
enfermedad que se quiere tamizar; es decir, al
ser Sindrome de Down una enfermedad poco
prevalente (1/700), cualquier prueba de tami-
zaje prenatal de esta condicién tendra un valor
predictivo positivo muy bajo, lo cual no la des-
acredita para nada en un contexto de tamizaje
universal. El otro argumento es el precio. Sin em-
bargo, los médicos estamos obligados a infor-
mar de las opciones y no prejuzgar a las pacien-
tes asumiendo que no puedan pagar el costo y
por lo tanto no deben saber de que existen estas
pruebas, hoy disponibles no solo en el merca-
do internacional sino también en nuestro pais.
Esta tecnologia ya se comercializa en Peru. La
muestra es tomada por los laboratorios locales
y seguidamente enviada a los laboratorios de las
diferentes compafiias en San Diego, California, y
luego de 10 dias se tiene los resultados finales.
Nosotros publicamos un articulo en la revista de
la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia
y Obstetricia) expresando que los paises en vias
de desarrollo como el nuestro no pueden estar
ajenos a estas tecnologias. Por el contrario, de-
beriamos estar atentos a los nuevos alcances en
diagnostico prenatal del ADN libre y ofrecer un
abanico mas ampliado de posibilidades diagnos-
ticas a nuestros pacientes. El problema que
nosotros vemos de por qué no se ha generaliza-
do su uso en nuestro pais, es no por el alto pre-
cio de la prueba, sino por la falta de una politica
y conocimiento por parte de médicos y pacien-
tes del tamizaje del primer trimestre en nuestro
pais. Estas pruebas se estan indicando mucho
en paises que tienen politicas de salud que inclu-
ye tamizaje del primer trimestre.

Cabe mencionar que la tasa de deteccion de tri-
somia 18 y 13 no ha sido la esperada y esto es
por ciertas dificultades técnicas inherentes a es-
tos cromosomas, que seguramente en un futuro
cercano seran superadas.

EL FuTURO

El diagnostico prenatal es un ejemplo claro de
medicina traslacional, de como se puede llevar
rapidamente una prueba estudiada y probada
en un laboratorio experimental al escenario cli-
nico. Definitivamente, el ADN fetal libre en san-
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gre materna sera utilizado en un futuro para el
diagnostico de enfermedades monogénicas que
afectan al ser humano y se constituira en la base
de lo que ya se denomina medicina fetal perso-
nalizada a través de la determinacion del geno-
ma fetal.
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