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RESUMEN

La prueba prenatal no invasiva es un método de cribado de aneuploidias fetales y de resultar con riesgo alto debe
ser confirmado a través de prueba genética diagnostica. Es la prueba de deteccion mas sensible y especifica para las
aneuploidias fetales comunes y minimiza la realizacion de técnicas invasivas, solo para las gestantes con riesgo elevado.
Se debe realizar asesoramiento genético pre- y poscribado. Este estudio tiene como objetivo describir los fundamentos
basicos de la prueba prenatal no invasiva mediante el andlisis del acido desoxirribonucleico libre circulante en plasma
materno para cribado de aneuploidias, y de los métodos primordiales y avances en biologia molecular incluyendo las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, que lo han facilitado, considerando sus beneficios y limitaciones al
aplicarla en la prdactica clinica, en este campo que cambia con tanta rapidez.
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Prenatal screening for aneuploidies by analysis of circulating total free deoxyribonucleic acid
in maternal plasma. Narrative review

SUMMARY

The non-invasive prenatal test is a screening method for fetal aneuploidies and if the result is at high risk, it must be
confirmed through diagnostic genetic test. It is the most sensitive and specific detection test for common fetal aneuploidies
and minimizes the use of invasive techniques, only for pregnant women at high risk. Genetic counseling should be
performed before and after screening. This study aims to describe the basic fundamentals of non-invasive prenatal
testing by analyzing free circulating deoxyribonucleic acid in maternal plasma for aneuploidy screening, and the primary
methods and advances in molecular biology, including next-generation sequencing technologies, which have facilitated it,
considering its benefits and limitations when applying it in clinical practice, in this rapidly changing field.

Keywords: Prenatal screening, Aneuploidy, Free fetal deoxyribonucleic acid, Advances in molecular biology, Next

generation sequencing, Genetic counseling.

INTRODUCCION

El término cribado o deteccion prenatal se utiliza
para referirse a la realizaciéon de pruebas destinadas
a detectar defectos congénitos, como anormalidades
cromosomicas (AC) tales como las aneuploidias;
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defectos del tubo neural y otras anomalias estructurales
en embarazos en los que no existe un mayor riesgo
de defecto congénito. Son no invasivas y se basan en
la obtencion de una muestra de sangre materna o en
pruebas de imagen, generalmente mediante ecografia.
Estan disefiadas para ser de bajo costo y con riesgo
bajo, para que sean adecuadas a la hora de realizar
el cribado de todas las mujeres embarazadas en una
poblacion, con independencia de su riesgo (1).

Los métodos de cribado prenatal de las AC utilizan
métodos estadisticos basados en el concepto de
riesgo para estimar la probabilidad de la presencia o
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ausencia de las mismas y aplican un nivel de corte
para separar la poblacion cribada en dos grupos: uno
con riesgo positivo y otro con riesgo negativo para
la anormalidad en cuestion (2). Deben mantener un
rendimiento apropiado que tiene que ser evaluado
mediante controles de calidad (3).

La evaluacion de la eficacia, que mide la valoracion
tedrica de un método de cribado prenatal de las
aneuploidias, se realiza mediante modelos y
simulaciones matematicas que estiman la tasa de
deteccion (TD) o sensibilidad (capacidad de la prueba
de detectar la enfermedad cuando esta se encuentra
presente) y la tasa de falsos positivos (TFP) utilizando,
habitualmente, las técnicas de integracion numérica
o la simulacion de Monte-Carlo. Para comparar
los resultados que producen estos modelos para las
distintas estrategias de cribado se suele expresar la
TD para una TFP fija del 1 % o 5 %, o bien la TFP
necesaria para conseguir una deteccion del 85 %, en
una poblacion concreta, o la deteccion y TFP que
produce un determinado nivel de corte en el riesgo (2).

La evaluacion de la efectividad o comportamiento
en la practica real, debe realizarse mediante estudios
prospectivos, bien disefiados y, preferiblemente, no
intervencionistas, conpacientesqueincluyanindividuos
sanos y afectados de la enfermedad que se valora, con
una prevalencia de estos ultimos y distribucion de
edades lo mas parecida a la habitual, y un método de
confirmacion de los casos verdaderamente positivos
altamente preciso. Los resultados se expresan en TD y
TFP que produce un determinado nivel de corte en el
riesgo para la poblacion estudiada (2).

Otro parametro a tomar en cuenta es la especificidad
(capacidad de la prueba de detectar ausencia de
enfermedad cuando esta se encuentra ausente).
La sensibilidad y la especificidad no varian con la
prevalencia de la enfermedad (4).
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El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad de
que la enfermedad esté presente cuando el resultado de
la prueba es positivo, y se expresa como el porcentaje
de verdaderos enfermos entre los que tuvieron pruebas
positivas. El valor predictivo negativo (VPN) es la
probabilidad de que la enfermedad no esté presente
cuando el resultado de la prueba es negativo. Se
expresa como el porcentaje de verdaderos sanos entre
los que tuvieron pruebas negativas. La prevalencia
de la enfermedad modifica el valor predictivo. Con
una alta prevalencia, cabe esperar un alto VPP y con
baja prevalencia, disminuye el VPP de la prueba. Se
entiende por prevalencia el numero de pacientes con
la enfermedad que se desea diagnosticar, en relacion
al total de casos considerados al realizar la prueba (4).

Laprevalencia deuna determinada aneuploidia, en cada
momento de la gestacion, depende de la edad materna,
del antecedente de un feto previamente afectado de
dicha aneuploidia, y de la letalidad intrauterina que se
produce para la misma, en el transcurso de la gestacion

2).

Las aneuploidias fetales son una de las principales
causas de muerte perinatal y discapacidad cognitiva,
lo que ha llevado al desarrollo de esquemas de cribado
prenatal con el fin de detectarlas tempranamente (1, 5).

Los procedimientos de cribado se basan en determinar
los denominados marcadores de aneuploidia, es decir,
parametros biologicos, ecograficos, bioquimicos,
de origen materno, fetal o placentario, que han
demostrado presentar diferencias cuantitativas o
cualitativas estadisticamente significativas, entre los
fetos afectados y no afectados de un determinado tipo
de aneuploidia, y puede realizarse durante el primer
trimestre (ler T) de gestacion, el segundo trimestre
(2do T), o en ambos (2).

En la década de los 70, se introdujo la edad materna
> de 35 afios como cribado (4, 6) con TD del 30 %
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con 5 % de TFP (5). La edad materna avanzada es un
factor de riesgo para las aneuploidias, especialmente
la trisomia (T) 21 o sindrome Down, T18 o sindrome
Edward, T13 o sindrome Patau, y de las aneuploidias
47, XXX y 47, XXY (2,7, 8).

Los métodos de cribado han ido evolucionando, pero
todos utilizan, al menos, la edad materna y la edad
gestacional como punto de partida, es decir, como
riesgo a priori, que se ajusta por diversos factores
correctores o cocientes de probabilidad, que dependen
de los resultados de una serie de pruebas de cribado
que se han llevado a cabo a lo largo del embarazo, para
determinar el riesgo especifico de cada paciente (3, 9).
El teorema de Bayes permite combinar este riesgo con
el riesgo a priori y, de este modo, obtener el riesgo
final (2).

El riesgo a priori para la edad materna es el riesgo
que presenta cualquier embarazada, debido a su
edad, de tener un feto afectado de T21 para la edad
que tendré en la fecha probable del parto, o también
en el momento del cribado, ya sea en el ler 0o 2do T
de la gestacion y debe tenerse en cuenta la letalidad
intrauterina o su reciproco, supervivencia intrauterina
(10), que se produce durante toda la gestacion, que es
especifica de cada aneuploidia (2).

El riesgo a priori de trisomia de una paciente que
ha presentado un feto afectado de la misma en una
gestacion anterior es mayor que el esperado con base
a su edad y es especifico para cada AC. El riesgo a
priori para la edad materna para T21 se incrementa
aproximadamente un 0,75 % en el ler T, un 0,54 % en
el 2do T y un 0,42 % a término (2).

En la década de los 80 naci6 el cribado para AC en
el 2do T de gestacion, este se realiza entre las 15 a
22+6 semanas de gestacion (SG), con la dosificacion
en suero materno de la alfafetoproteina (AFP), la
gonadotrofina coridénica humana (hCG) o la subunidad
libre B de la hCG (B-hCG), y el estriol no conjugado
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(uE3) y se denomina triple prueba del 2do T (2, 11), con
una TD de 60 % para una TFP de 5 % (4). La adicién
de un cuarto marcador, la inhibina A, constituy6 la
cuadruple prueba, con TD de 75 % para una TFP de
5% (2,4, 12).

A partir de la década de los 90 se utilizan marcadores
bioquimicos de T21 del ler T de gestacion, tales
como la proteina A plasmatica asociada al embarazo
(PAPP-A), la inhibina A, la f-hCG (4, 13). Se realizan
entre las semanas 9 a 13+6 de gestacion (3).

La TD parala T21 en el ler T es de 60 % con TFP de
5 %, cuando a la edad materna se le suma la PAPP-A
y la B-hCG (4, 9, 14) y se denomina doble prueba
bioquimica. La cuadruple prueba del ler T, afiadiendo
a los anteriores la AFP y el uE3, conseguiria, segliin
los modelos matematicos, una capacidad de deteccion
de T21 del 70 % para una TFP del 5 % o, una TFP de
aproximadamente el 14 % para conseguir una TD del
85 % (2).

En la primera década de este siglo, se valora la
utilizacion del antigeno trofoblastico invasivo (ITA) (2,
15, 16), y de la desintegrina A y la metaloproteasa 12
(ADAM 12), sola o combinada con otros marcadores,
enel ler T de la gestacion (2, 4, 17). La edad materna,
en combinacion con las mediciones de PAPP-A, mas
ITA produce TD de 75 % y TFP de 8 % (15), o TD de
71 % para TFP: 5 % (16). Cuando a la edad materna se
le suma la PAPP-Ay laADAM 12 a las 8-9 semanas la
TD para la T21 es de 91 % con TFP de 5 % (17).

En 1985 se describio el pliegue nucal como marcador
ecografico para la T21 en el 2do T (18), el pliegue
nucal engrosado > 6 mm incrementa el riesgo de T21
(2, 19).

Se han identificado marcadores ecograficos blandos
(anomalias menores) y anomalias estructurales
mayores asociados a la presencia de un feto afecto de
una AC. Los marcadores blandos son considerados
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variaciones de la normalidad, la deteccion de multiples
marcadores blandos implica un aumento del riesgo de
AC (20). Como marcadores blandos en el 2do T de
T21 se destacan: pliegue nucal, acortamiento de los
huesos largos (fémur y himero), foco hiperecogénico
intracardiaco, hiperecogenicidad intestinal, ectasia
piélica, quistes de plexos coroideos y el hueso nasal
(HN), clinodactilia, separacién entre el primer y el
segundo dedo del pie, braquicefalia, ventriculomegalia
leve, megacisterna magna, angulo iliaco aumentado,
arteria umbilical unica y alteracion del indice de
pulsatilidad del conducto venoso (2).

La evaluacion del riesgo de AC mediante la asociacion
de varios marcadores blandos y anomalias mayores por
una evaluacion ecografica en 2do T se conoce como
sonograma genético, y se realiza en gestaciones de alto
riesgo de AC para reevaluacion del riesgo (2, 20).

La ecografia transvaginal de alta resolucion durante
el ler T facilita la deteccion temprana de anomalias
estructurales mayores fetales (defectos cardiacos,
atresia duodenal, onfalocele, holoprosencefalia,
higroma quistico) y anomalias blandas asociadas a
AC; ademas, permite establecer criterios ecograficos
de sospecha de estas anomalias. Se realiza entre las 11
y 13+6 SG, estos hallazgos se utilizan para definir un
grupo de gestantes de alto riesgo (2, 21).

En 1990, se describio, en el ler T del embarazo, la
presencia de liquido subcutaneo en la region nucal de
un feto afectado de T21. Se denominé translucencia
nucal (TN), es el marcador mas temprano y sensible
(22, 23).

En los fetos euploides, el grosor de la TN aumenta con
la longitud céfalo-caudal fetal (LCC). La mediana y el
percentil 95 de la TN para una LCC de 45 mm son de
1,2y 2,1 mmy los respectivos valores parauna LCC de
84 mm son de 1,9 y 2,7 mm. El percentil 99 no cambia
significativamente con la LCC y es aproximadamente
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3,5 mm. El aumento de la TN se define como un valor
por encima del percentil 95 de acuerdo a la LCC.
La prevalencia de AC, malformaciones estructurales
y muerte fetal aumentan dependiendo de qué tan
incrementada se encuentre la TN (2-4, 24, 25).

El cribado mediante TN y edad materna puede
identificar el 75 % - 80 % de los fetos con T21 y otras
trisomias con una TFP del 5 % (9). La combinacién
de la TN con alteracion del indice de pulsatilidad del
conducto venoso incrementa la TD de T21 al 85 %,
aumentando al 92 % cuando se incorpora el cribado
bioquimico temprano (2).

En 2001 se reportd la ausencia o hipoplasia del HN
fetal por ecografia en el 73 % de fetos con T21 (26).

La combinaciéon de PAPP-A, B-hCG libre y la TN,
conocido como cribado combinado del ler T (CCPT),
se ha consolidado en el ambito de la Medicina Privada
como de la Medicina Publica en Espana ofrece TD de
alrededor del 85-90 % para el 5 % de FP (2, 3, 5, 9).

Desde 1999, se realizan marcadores usados en el ler
y 2do T, bajo el nombre de prueba integrada (27),
incluye la edad materna junto con la medicion de TN
y determinacion de PAPP-A del ler T, y de AFP, hCG,
uE3 e inhibina A del 2do T; es un cribado secuencial en
dos o tres pasos, ofreciendo hasta el 2do T el resultado
de riesgo estimado en relacion con la integracion de
todos los marcadores del mismo (2). Con TD de 94 %
y de FP de 5 %, o de 85 % para 1 % de FP (4, 28, 29).

El cribado secuencial contingente, se basa en el nivel
del riesgo indicado por el cribado del ler T, se fijan
dos niveles de corte (por ejemplo, 1:100 y 1:1000)
que separan a las gestantes en tres grupos de riesgo.
A las pacientes con alto riesgo se les ofrece prueba
diagnostica a través de técnica invasiva y a las
pacientes con un riesgo intermedio se les valora la
AFP, la B-hCG libre o 1a hCG, el uE3 y la inhibina A en
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el 2do Ty el riesgo de estas ultimas se estima mediante
la combinacién de todos los marcadores, mientras que
la de bajo riesgo no se les valora ningtin otro marcador

2).

Existen alternativas tales como la realizacién de la
prueba combinada de ler T y en funcion del resultado
obtenido se establecen distintas actuaciones. En riesgos
superiores a 1/100 se ofrece una prueba diagnostica,
en riesgos inferiores a 1/1000 se considera negativa
y en riesgos intermedios (entre 1/101 y 1/1000 se
determinan marcadores ecograficos de segunda linea
(HN, insuficiencia tricuspidea y alteracion del indice
de pulsatilidad del conducto venoso) de los cuales
se ha estimado cociente de probabilidad positivo y
negativo. Con esta estrategia se ha estimado mas del
90 % de T21 con un indice de FP del 2-3 % (2, 30).

A partir de 2011, se ha incorporado el andlisis del
acido desoxirribonucleico (ADN) libre total circulante
en el plasma materno (ADN-Ic) para el cribado de las
aneuploidias fetales (31-39). Esta prueba se basa en el
andlisis del ADN-Ic, del que aproximadamente un 10 %
es de origen placentario (3). La secuenciacion de este
ADN-Ic mediante tecnologias avanzadas, ha producido
una nueva tecnologia de cribado prenatal denominada
prueba prenatal no invasiva (PPNI) y ha aumentado la
TD de T21 a mas del 99 % y disminuyendo la TFP a
menos del 0,1 % (1:1000 pacientes) (40).

El objetivo de esta revision fue describir los
fundamentos bésicos de la prueba prenatal no invasiva
mediante el ADN libre total circulante en el plasma
materno para cribado de aneuploidias, y de los
métodos primordiales y avances en biologia molecular,
incluyendo la tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion, que lo han facilitado, considerando sus
beneficios e inconvenientes al aplicarlas en la practica
clinica, en este campo que cambia con tanta rapidez.

En esta revision narrativa de la literatura sobre el tema,
se revisaron los primeros trabajos, libros de texto, y las
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bases de datos Pubmed, Elsevier y publicaciones de
la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, el
Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos y de
la Sociedad internacional de ultrasonido en obstetricia
y ginecologia entre septiembre 2022 y marzo 2023.
Se incluyeron articulos hasta 2021 y se seleccionaron
aquellos que los autores consideraron relevantes. Se
incluyeron como palabras clave de busqueda todas las
combinaciones de acido desoxirribonucleico fetal libre,
cribado prenatal, aneuploidia, avances en biologia
molecular,
asesoramiento genético y sus traducciones al inglés.
Se describe el resultado del andlisis bibliografico.

secuenciacion de nueva generacion,

ACIDOS NUCLEICOS Y AVANCES
TECNOLOGICOS DE GRAN IMPACTO EN
BIOLOGIA MOLECULAR

El acido nucleico esta compuesto de un largo polimero de
moléculas individuales denominados nucledtidos. Cada
nucledtido se compone de una base nitrogenada, una
molécula de aziicar de cinco carbonos y una molécula
de fosfato. La base nitrogenada puede ser de dos tipos,
purina y pirimidina. Las purinas son adenina (A) y
guanina (G); las pirimidinas son citosina (C), timina (T)
y uracilo (U). Hay dos tipos de acido nucleico, el acido
ribonucleico (ARN), que contiene el azlcar ribosa, y el
acido desoxirribonucleico (ADN), que contiene el aziicar
desoxirribosa. Tanto el ADN como el ARN contienen las
bases A, Gy C, pero la T solo se encuentra en el ADN y
el U en el ARN (7).

El genoma humano consiste en un codigo de 3000
millones de letras, se compone de ADN, que contiene
en su estructura la informacion genética necesaria para
especificar todos los aspectos de la embriogénesis,
el desarrollo, el crecimiento, el metabolismo y la
reproduccion, que hacen que un ser humano sea un
organismo funcional. El genoma humano, posee alrededor
de 25 000 genes codificantes de proteinas y 25 000 genes
cuyo producto es ARN funcional y estan codificados
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en el ADN, que se estructura en los cromosomas, que
se localizan en el niicleo de cada célula. La naturaleza
especifica de la informacion genética codificada en el
genoma humano se corresponde a la secuencia de las
bases C, G, A y T existentes en las dos cadenas que se
disponen en cada uno de los cromosomas (1).

En 1953, Watson y Crick, sugirieron que la molécula de
ADN estaba compuesta por dos cadenas de nucledtidos
dispuestas en una doble hélice. El esqueleto de cada
cadena esta formado por puentes fosfodiésteres entre los
carbonos 3" y 5” de los azucares adyacentes, y las dos
cadenas se mantienen juntas por puentes de hidrogeno
entre las bases nitrogenadas, que apuntan hacia el centro
de la hélice. Cada cadena de ADN tiene una polaridad
determinada por la orientacion del esqueleto de azicar-
fosfato. El final de la cadena lo constituye el 4tomo de
carbono 5 de la molécula de azicar y se denomina el
extremo 5°, mientras que el final representado por el
atomo de carbono 3’ se denomina el extremo 3'. En la
doble hélice, el extremo 5° de una hebra se opone al
extremo 3" de la otra. Una purina en una cadena siempre
se empareja con una pirimidina en la otra cadena, con un
apareamiento especifico de los pares de bases (pb): la G
de una cadena siempre se empareja con la C de la otra
cadena, mientras que la A lo hace siempre con la T, de
forma que estos pb forman hebras complementarias. Por
su trabajo, Watson y Crick, junto con Maurice Wilkins,
fueron galardonados con el premio Nobel de Medicina
en 1962, con lo que se inaugurd la era de la genética
molecular (7, 41).

En 1966 se habia dilucidado la estructura quimica del
ADNy el sistema por el cual esta determina la secuencia de
aminoacidos de las proteinas (41). En 1968, Robert Holley,
Gobind Khorana y Marshall Nirenberg recibieron el
premio Nobel por el desciframiento del codigo genético

(7).

Rodriguez y cols. (42) citan que el progreso de la biologia
molecular ha sucedido con grandes cambios. Una época
nutrida de dichos cambios fue la década de 1970, en Ila
que se produjo un gran niimero de descubrimientos, como
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el de las endonucleasas o enzimas de restriccion (grupo
de enzimas cada una de las cuales reconoce secuencias de
doble cadena especificas en el ADN, las corta a nivel de
los elementos fosfodiéster en el lugar de reconocimiento
o cerca de este, y produce, de esta forma, fragmentos de
ADN de diferentes tamafios), por este descubrimiento en
1978, Werner Arber, Daniel Nathans y Hamilton Smith
recibieron el premio nobel (1, 7); la clonacion de genes
en plasmidos y fagos, y las técnicas de hibridacion en
filtro para ADN y ARN, conocidas como Southern y
Northern blot, respectivamente; asi como las técnicas de
secuenciacion para el ADN (42).

Con el método Sanger de secuenciacion, en 1977, los
laboratorios pudieron disponer de un método fiable y
reproducible para el andlisis de secuencias de ADN
(conocer, el orden de los nucledtidos en un segmento
de ADN o ARN) (43). Fred Sanger y Walter Gilbert
recibieron el premio nobel en 1980 por desarrollar la
secuenciacion de ADN (1).

El método de secuenciacion de acidos nucleicos disefiado
por Sanger (método de terminadores dideoxi) (44), que
usa los cuatro nucledtidos modificados con la ausencia del
extremo 3’OH, grupo esencial para la polimerizacion por
la ADNpolimerasa, conocidos como dideoxi nucleotidos
(ddA, ddC, ddG y ddT), es uno de los mas utilizado. En la
secuenciacion Sanger, un fragmento de ADN que va a ser
secuenciado se usa como plantilla para la sintesis de ADN
cebado por un nucledtido corto, y la ADNpolimerasa
sigue la secuencia de la plantilla, ampliando el cebador e
incorporando nucledtidos. Para obtener informacion de la
secuencia, en primer lugar, se afiaden a las reacciones de
secuenciacion analogos dideoxi (cada analogo se marca
con un colorante fluorescente diferente que presenta su
propia emision luminica distintiva) junto con los cuatro
nucledtidos normales. La polimerasa incorpora un
nucledtido normal, de manera que sigue extendiendo la
cadena, o bien una base dideoxi, lo que interrumpe la
sintesis. Las cadenas finalizadas son separadas mediante
electroforesis capilar y el nucleétido dideoxi concreto
que fue responsable de la terminacion es identificado a
través de la molécula concreta del colorante fluorescente
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que es incorporada, y se puede determinar el orden de los
nucleotidos. Se han disefiado maquinas para automatizar
el procedimiento de la secuenciacion de ADN (1).

Otro salto tecnolégico ocurrid en 1983, cuando se
desarrollé una nueva técnica que hizo posible la sintesis
de grandes cantidades de un fragmento de ADN in vitro:
la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) (45). La
técnica de RCP emplea un par de oligonucledtidos
(cebadores) para delimitar una region de interés y una
polimerasa para extenderlos, utilizando ambas hebras
del gen en cuestion como plantilla. Al repetir este ciclo
decenas de veces, se duplica cada vez el fragmento
de ADN en cuestion. Asi se logra copiar millones de
veces la secuencia de interés, aunque se encuentre entre
millones de otras secuencias de ADN (42). Se utilizan
termocicladores o maquinas de RCP disefiadas al efecto,
una ronda de amplificacion requiere solo unos minutos.
De este modo, en pocas horas pueden crearse muchos
billones de copias de una molécula de ADN (1). Esta
técnica es considerada la mas revolucionaria del ultimo
cuarto del siglo XX, se cataloga como la estrella de las
herramientas de la biologia molecular. Debido a esto,
Kary Mullis se hizo acreedor, en 1993, del premio nobel
en quimica (42).

La técnica de RCP ha evolucionado, dando lugar al
desarrollo de la RCP cuantitativa (RCPc), utilizada desde
1996 (46). Esta técnica permite la monitorizacion, en
tiempo real, del proceso de amplificacion y la deteccion
de los productos de RCP a medida que se elaboran.
Los termocicladores de RCPc han reducido el tiempo
para generar productos de RCP, en lugar de horas de la
RCP convencional a menos de una hora, y se utiliza la
tecnologia de fluorescencia para controlar la generacion
de productos de la RCP durante cada ciclo (monitorean la
sefial fluorescente a medida que ocurre la amplificacion),
con referencia a estdndares que contienen nimeros de
copias conocidos, eliminando de esta forma utilizar la
electroforesis en gel (7).

En la RCP digital (RCPd), utilizada desde 1999 (47), la
solucién de RCP se divide en decenas de miles de gotas
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de tamafio nanométrico y se produce una reaccion de RCP
separada en cada una. Se pueden usar diferentes métodos
para dividir muestras, incluidas placas de micropocillos,
capilares, emulsion de aceite y matrices de camaras
miniaturizadas con superficies de unién de acido nucleico
(48). Luego, cada producto se analiza por separado
utilizando sondas fluorescentes. Se analiza cada gota
con estadisticas de Poisson para determinar el porcentaje
de gotas de RCP positivas en la muestra original, las
particiones se clasifican como positivas diana detectada
o0 negativa objetivo no detectado, que proporciona la base
para un formato de salida digital (47).

A comienzos del siglo XXI, el proyecto genoma humano
proporciond una secuencia casi completa del ADN
humano, el borrador de la secuencia de ADN se completo
con éxito en el afio 2000 y la secuencia completa se publico
en el 2004 (7), que ahora sirve como base para catalogar
a todos los genes humanos. Estos avances hacen posible
la medicina gendmica, que persigue la aplicacion a gran
escala del andlisis del genoma humano y sus productos
(incluyendo el control de la expresion genética, la
variacion de los genes humanos y las interacciones entre
los genes y el ambiente) en la asistencia médica (1).

En 2005, aparecieron nuevos métodos de secuenciacion y
analizadores capaces de multiplicar la cantidad de datos
obtenidos, pasando de 84 kilobase/ensayo a 1 gigabase/
ensayo. Es el nacimiento de lo que se conoce como
secuenciacion de nueva generacion (SNG) (49, 50). Esta
nueva tecnologia ha permitido la lectura de millones
de secuencias de forma masiva y paralela (SMP) en un
menor lapso y a un menor costo por base, su evolucion
ha sido constante, desde la aparicion de las primeras
plataformas de SNG, con incrementos de capacidad de
generacion de datos de mas del doble cada afio; facilitando
el diagnostico de enfermedades de alta heterogeneidad
genética y su aplicacion en la practica clinica (51-53).
El elevado niimero de datos obtenidos implica una
gran complejidad en el manejo y almacenamiento de
los mismos y ha ido acompafiado del desarrollo de
herramientas bioinformaticas para su analisis (54).
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En 2008, se describio, por primera vez, el uso de la SMP
para el andlisis del ADN-Ic, ya que ademas de la
secuenciacion, permite la cuantificacion de los
fragmentos de ADN de todo el genoma presentes en la
muestra. Mediante SMP es posible obtener millones de
fragmentos de ADN, tanto fetales como maternos, que
pueden ser asignados al cromosoma del cual provienen
gracias a la disponibilidad de la secuencia completa del
genoma humano (55, 56).

La secuenciacion bidireccional permite secuenciar los
dos extremos de los fragmentos de ADN y alinear las
lecturas hacia adelante y hacia atras como par de lecturas.
Asi se obtienen el doble de lecturas para la misma
genoteca o libreria en un nico ensayo. Los algoritmos
de alineamiento utilizan esta informacion para alinear
de forma mas precisa lecturas que quedan en regiones
repetitivas, dificiles de secuenciar, incrementando asi
el numero de secuencias utiles para la cuantificacion.
Después del alineamiento frente a la secuencia del genoma
de referencia y la determinacion de su localizacion, se
pueden identificar la distancia entre los extremos y el
tamafio de todos los fragmentos de ADN (57).

Los nuevos métodos de secuenciacion se han alejado
de la metodologia de Sanger y se han movido hacia
la secuenciacion por sintesis catalizada por la ADN
polimerasa. Si a la molécula de ADN a secuenciar se le
agregan, mediante pasos de ligacion y RCP, nucleotidos de
secuencia conocida en sus extremos para que se adsorba
por hibridacion a una superficie, las bases incorporadas
al ADN se pueden detectar de manera directa, durante su
sintesis, mediante marcado fluorescente diferencial de los
cuatro posibles nucleétidos del ADN (58).

También se puede detectar la incorporacion de las
bases de manera indirecta midiendo los cambios de
pH ocasionados por la producciéon de protones durante
la polimerizacion o midiendo la concentracion del
pirofosfato producido durante la polimerizacion (49, 59).
Asi, llevando a cabo estas reacciones sobre plataformas
nanométricas, se pueden secuenciar simultdneamente
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decenas de millones de fragmentos cortos de 37-200
bases, dependiendo del método. La secuenciacion por
sintesis permite la resecuenciacion de genomas, haciendo
realidad la medicina gendmica personalizada donde se
pueden buscar marcadores o descubrir alelos responsables
de enfermedades genéticas en individuos (60).

La tecnologia de SNG incluye varios métodos que
se agrupan en un esquema de trabajo que consta de
los siguientes pasos: 1) Preparacion del ADN para la
secuenciacion (construccion de una genoteca de ADN, a
partirdelamuestraaanalizar); implicala fragmentaciondel
ADN y la incorporacion de adaptadores para su adhesion
en la plataforma de secuenciacion, y la amplificacion de
los fragmentos de ADN por métodos basados en RCP;
2) secuenciacion o lectura de los fragmentos de ADN,
y 3) reconstruccion de la secuencia completa por medio
de secuencias de referencia y exportacion a ficheros de
almacenamiento de datos (61, 62).

ADN LIBRE FETAL CIRCULANTE EN
SANGRE MATERNA

Martinez y cols. (63), en 2001, describieron que se ha
experimentado un creciente interés por desarrollar
técnicas no invasivas para obtener células fetales. Las
primeras técnicas de separacion y enriquecimiento de
células fetales en sangre materna se utilizaron en los afios
70. Fundamentalmente, hay tres tipos de células fetales
en la circulacion materna: trofoblasticas, linfocitos y
eritroblastos.

La placenta constituye el punto de maxima proximidad
entre la circulacion sanguinea fetal y la materna y
permite el intercambio de sustancias en ambos sentidos.
Pero, ademas del intercambio de nutrientes entre madre
y feto, se ha descubierto que existe un intercambio
celular durante el embarazo (64). La deteccion de
células de origen fetal en sangre periférica materna
(mayoritariamente eritroblastos nucleados) (65) y el
aislamiento de células fetales del canal endocervical (66),
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han permitido la identificacion no invasiva de anomalias
en el feto. Sin embargo, existen grandes dificultades
como el escaso niimero de células presentes (1 célula/mL
de sangre aproximadamente) y la dificultad tecnologica
que implica su aislamiento y enriquecimiento (67).

Se ha demostrado la presencia de secuencias de ADN
de feto masculino en sangre de mujeres embarazadas en
cantidades significativamente mas elevadas que las que
se pueden obtener a partir de células fetales aisladas (68),
y también que la concentracion de ADN libre fetal (ADN-
If) es similar en plasma y suero materno, pero en suero
es mas grande el contenido de ADN materno presente,
causando una deteccion menos eficiente del ADN-If; por
esta razon, se prefiere el plasma materno como fuente de
ADN-If (61,69).

E1 ADN-If coexiste con el ADN libre materno (procedente
de procesos apoptoticos de diferente origen celular).
Puede ser detectado desde la 4a semana de gestacion (70).

Los procesos de apoptosis en la placenta, que también
se dan en gestaciones normales, y que, al igual que las
concentraciones de ADN-If, aumentan con las semanas
de gestacion, sefialan a la placenta como principal fuente
de origen de este ADN, con un papel minimo adicional
de las células hematopoyéticas y la transferencia directa
(71-74).

La concentracion total de ADN-If, alcanza una media de
25,4 equivalentes gendmicos/ml (rango 3,3-69,4) en el
embarazo temprano y 292,2 equivalentes genémicos/ ml
(rango 76,9-769) al final del embarazo, siendo el genoma
equivalente definido como la cantidad de una secuencia de
ADN presente en una célula diploide (69). El porcentaje
de ADN-If representa una fraccion de 3 % a 13 % del total
de ADN libre en sangre materna en el primer y segundo
trimestre, la mediana de la fraccion fetal obtenida entre
10 y 14 semanas de embarazo es de alrededor del 10 %
(75). Se ha reportado que, entre la semana 10 y 21 de
gestacion, aumenta en 0,1 % por semana y luego de la
semana 21, aumenta 1 % por semana (76). Pocas horas

Rev Obstet Ginecol Venez

después del parto es indetectable ya que es rapidamente
eliminado por la orina (77).

Se ha demostrado que la distribucién por tamafio de los
fragmentos de ADN-If circulante en plasma es diferente
a la de los maternos, siendo los menores de 150 pb
mayoritariamente de origen fetal (78). Esta diferencia de
tamafio permite hacer una estimacion de la proporcion de
ADN-If en la muestra (39).

Se han publicado varios marcadores con diferencias en
cuanto a patrones de metilacion entre el ADN fetal y
el materno. Comparar la relativa representacion de los
haplotipos fetales y maternos puede usarse para calcular
la fraccion fetal (FF). Se ha demostrado la posibilidad
de deteccion del gen inhibidor de la serina proteasa,
miembro 5 de la familia B (SERPINBS), hipometilado
en la placenta, pero hipermetilado en ADN materno; la
localizacion de este gen en el brazo largo del cromosoma
18 (18q) permite una aproximacion diagndstica de
aneuploidias debidas a sobreexpresion de este cromosoma.
Posteriormente, se han descrito otros marcadores fetales
epigenéticos como el gen de la proteina 1 de la familia
del dominio de asociacion RAS (RASSF1A), presente
en el brazo corto del cromosoma 3 (3p) y numerosos
marcadores existentes en el cromosoma 21 (79-83).

La FF varia entre individuos y puede verse alterada
debido a diversos factores bioldgicos, disminuye al
aumentar el peso materno o indice de masa corporal por
un efecto dilucional producido por el mayor volumen
plasmatico y debido a que el recambio de adipocitos
aumenta el porcentaje de ADN materno circulante,
con la edad materna avanzada, en presencia de algunas
aneuploidias fetales como la trisomia 13 y 18. Respecto
al grupo étnico, se ha detectado menor FF en mujeres de
origen afrocaribefio y del sur de Asia en comparacion con
las caucasicas, en embarazos obtenidos por técnicas de
reproduccion asistida, y el uso de heparina de bajo peso
molecular (75, 76, 84-88). En presencia de patologias
placentarias se incrementa (89).
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La FF también puede verse alterada por factores relativos
al procesamiento de la muestra, tales como factores
preanaliticos, como la lisis de las células sanguineas
maternas que se produce en el periodo comprendido
entre la extraccion y la separacion del plasma previa a
la extraccion del ADN e implica una reduccion de la FF,
el anticoagulante utilizado, el volumen total de sangre
periférica, las condiciones de transporte de las muestras,
la temperatura de almacenamiento y el tratamiento
posterior que se hace de este (por ejemplo doble o simple
centrifugacion, tratamientos con formaldehido) (84, 85,
90).

PRUEBA PRENATAL NO INVASIVA

La mayoria de los ensayos desarrollados utilizan la
secuenciacion completa del genoma (evaltia todas las
bases del genoma, incluyendo las regiones no codificantes)
(31,32, 55, 56) y la secuenciacion de regiones especificas
del genoma, donde se secuencian las regiones de los
cromosomas mas frecuentes asociados a las aneuploidias
fetales (21, 18, 13, X, Y) (34-36).

También se utilizan metodologias, que incluyen
informacion gendmica, a través de polimorfismos de
nucledtido unico de los cromosomas mas frecuentes
asociados a aneuploidias, permitiendo la identificacion
de regiones especificas fetales o maternas en las lecturas
realizadas, analizando las diferencias de polimorfismo
entre el feto y lamadre, mediante la comparacion del ADN
de la fase celular (ADN materno) y del plasma (materno
y fetal). Previamente a la secuenciacion, se realiza una
RCP multiple de 20 000 secuencias de polimorfismos de
nucleoétido tnico y posterior analisis bioinformatico con
base en las hipotesis de feto con trisomia, monosomia o
euploide. En funcion de la posicion de los polimorfismos
de nucleotido tnico, y teniendo en cuenta la posibilidad
de recombinacion, se obtiene un valor estadistico de
indice de probabilidad que establece un riesgo relativo de
aneuploidia (91).
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Las distintas metodologias se basan en la deteccion de
un aumento de un 50 % de un determinado cromosoma
en la pequefia proporcion del ADN-If mezclado con el
materno (92). Es decir, en presencia de una trisomia
fetal, se detecta un incremento en la cantidad relativa de
lecturas de ADN alineadas en el cromosoma implicado
respecto a lo esperado en un feto euploide para dicho
cromosoma. Las diferencias en el niimero de lecturas
obtenidas que deban ser detectadas son muy pequefias
pero significativas, respecto al numero de secuencias
correspondientes a un cromosoma de referencia (1).

Las tecnologias de secuenciacion mas utilizadas son
los métodos de secuenciacion [llumina e Ilon Torrent.
La secuenciacion por medio de //lumina se lleva a cabo
en una superficie solida de vidrio separada por carriles,
se caracteriza basicamente por la amplificacion de los
fragmentos de ADN para la generacion de colonias del
mismo fragmento mediante el método de RCP en puente
y la deteccion de bases en la secuenciacion se hace a
través de etiquetas fluorescentes (93-95).

La exactitud de la secuenciacion en el secuenciador
Illumina sera determinada por la intensidad de la sefial,
y la longitud de las lecturas, por el nimero de ciclos
realizados. Actualmente, alcanzan una longitud por
lectura de hasta 300 pb (96).

La secuenciacion por medio del secuenciador lon Torrent
se lleva a cabo en un circuito integrado semiconductor,
y se caracteriza por la amplificacion de los fragmentos
de ADN utilizando la técnica de RCP en emulsion y
la deteccion de las bases en la secuenciacion se da por
medio de la deteccion de un ion semiconductor (94, 97).
Este método de secuenciacion se basa en la deteccion del
cambio de voltaje por medio de un sensor o transistor de
efecto de campo sensible a los iones, que indica que el
nucledtido se ha incorporado correctamente (98). Este
proceso alcanza una longitud de lectura de hasta 400 pb
(94, 97).
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Para el analisis se han usado diferentes abordajes, puede
realizarse mediante la normalizacion del numero de
lecturas obtenidas para el cromosoma de interés respecto
a otros cromosomas de referencia, de contenido en GC
comparable y esperados disémicos, que son analizados
en el mismo ensayo (56, 99), o bien, mediante
la comparacion con un grupo de casos euploides
conocidos (31). También, mediante un valor Z-Score
que expresa el valor de desviacion del resultado
obtenido en el cromosoma de interés respecto a la
situacion euploide (32, 55). Las muestras se clasifican
como positivas para T21 si en los valores de Z-Score
superan un valor limite preestablecido sobre la base de
los casos euploides (32).

Otro abordaje se basa en el analisis mediante t-Students
de dos hipotesis: y el resultado se deba a la presencia
de un feto euploide o que sea consecuencia de la
presencia de un feto aneuploide y asi calcular un valor
estadistico o indice de probabilidad (100).

Varias compaiiias han comercializado la PPNI en todo
el mundo, generalmente se toman muestras localmente
y las envian a laboratorios para su procesamiento
(101).

Se encuentran disponibles PPNI de diferentes casas
comerciales que ofrecen la deteccion de aneuploidias
13,18,21, y aneuploidias
cromosomicas sexuales y adicional la deteccion
de otras alteraciones como aneuploidia en los
cromosomas 22, 16, 9; microdeleciones [sindrome de
delecion 1p36, 4p- o sindrome de Wolf-Hirschnorn,
S5p- o sindrome de Cri-du-chat, 8q24.1 sindrome
de Langer-Giedion, 11923 sindrome de Jacobsen,
15q11 (asociada a los sindromes de Prader-Willi y
Angelman) y 22ql11.2 o sindrome de Di George], y
microduplicaciones (61,101-103). La cobertura de
aneuploidias cromosomicas sexuales, otras AC y sexo
fetal varia seglin la compania y el pais (101).

de los cromosomas

Por recomendaciones internacionales la PPNI debe
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ser realizada a partir de la semana 10, pero no existe
un limite superior. El tiempo promedio para entrega
del resultado esta entre 4 a 10 dias (dependiendo del
laboratorio y de las enfermedades que se detecten en
una muestra) y el resultado se expresa como positivo
0 negativo o sospecha de aneuploidia o ausencia de
aneuploidia o como riesgo alto > 99 % o riesgo bajo
menor a 1/10 000 (3,101,104).

Se necesita una FF minima del 4 % para emitir un
resultado fiable. Para interpretar la PPNI desde un
punto de vista clinico, se recomienda que todos los
laboratorios incluyan en el informe emitido con
los resultados la FF hallada, la técnica de analisis
empleada, la TFP y TFN para esa técnica, TD y el VPP
para la trisomia cribada (3,105-107).

En cuanto a la forma de aplicacion de la PPNI en el
ambito clinico, se realiza como cribado primario. El
costo de esta prueba hace que, cualquier estrategia
basada en ¢l como primera linea, suponga una
derivacion de recursos sanitarios dificilmente
justificable, especialmente en sectores poblacionales
con un riego a priori bajo (3).

Como cribado secundario o modelo contingente,
se utiliza el CCPT como prueba de primera linea
para detectar a las pacientes de alto riesgo o riesgo
intermedio y ofrecer la posibilidad de realizar la PPNI
frente a la prueba diagnostica de AC. Se espera que
este sistema incremente la TD y reduzca los FP sin
el incremento del costo que representaria aplicar el
cribado mediante la PPNI a todas las pacientes (21,
40,108).

El Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos y
la Sociedad de Medicina Materno-Fetal recomiendan
que las opciones de cribado genético y pruebas de
diagnostico prenatal se deben ofrecer a todas las
mujeres embarazadas, independiente de la edad
materna o riesgo de AC, y cada paciente tiene el
derecho de continuar o rechazarlas (19).
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BENEFICIOS DE LA PPNI

La PPNI es una prueba segura y rapida, se necesita una
muestra de sangre de la madre, el rendimiento para el
cribado de aneuploidia es alto y mejor que los enfoques
de deteccion prenatal convencional (1,19).

Ha demostrado tener una alta sensibilidad tanto en
pacientes de alto como de bajo riesgo. Casi el 90 % de
las gestantes en las que se indica que el bebé podria tener
una anomalia obtendrian con esta técnica un resultado
mas cercano a la realidad de la situacion de su bebé (109-
111). Los metaanalisis han reportado que la sensibilidad
para T21 oscil6 entre 99,0 %, 93,0 % vy 99,7 %; para T18
oscilo entre 96,8 %, 97,4 % y 97,9 %; y para T13 oscilo
entre 92,1 %, 95,8 %y 97,4 % (40, 112, 113).

Estudios publicados en poblacion espafiola confirman la
reduccion en el uso de técnicas invasivas en poblacion de
riesgo alto, intermedio, y bajo (114).

LIMITACIONES DE LA PPNI

Se requiere una FF adecuada y técnicas altamente
especificas y eficientes para su deteccion y purificacion,
lo cual conlleva que sea de alto costo (61). Tiene su
capacidad diagnostica limitada. No detecta cualquier
anomalia genética, sino solo aquellas para las que se
ha disefiado la prueba. A las pacientes con un resultado
negativo en la prueba se les debe informar que este
reduce sustancialmente el riesgo de aneuploidia
objetivo, pero no garantiza que el feto no se vea
afectado, ademas de la posibilidad de verse afectado
por trastornos genéticos que no son evaluados por la
prueba (19).

El modelo de aplicacion de esta prueba en la practica
clinica habitual dentro de los programas de salud
constituye todavia un punto de controversia y es un
método de cribado de AC, por lo que siempre debe
ser confirmada posteriormente por prueba diagndstica
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(113), y como ocurre con cualquier método de cribado,
existe la posibilidad de que esta no sea capaz de
proporcionar un resultado, y tiene tasa de FP y tasa de
FN (19).

Las tasas de fallo para trisomias 21, 13 y 18 varian
entre el 1 % y el 5 %, dependiendo del laboratorio
y de la metodologia utilizada. Para cromosomas
sexuales es mas alta, varia entre el 4 %, 5,9 %, y el
7 % (115,116). Las tasas publicadas de resultados no
concluyentes son mayores para las plataformas basadas
en polimorfismos de nucledtido tnico y es del 6,39 %
(118), en las plataformas que usan secuenciacion
masiva del genoma completo, es de 1,58 % y en la
de cromosomas especificos de 3,56 % (113,117).
Esto puede ocurrir por problemas con la recoleccion
y transporte de la muestra, tales como volumen
inadecuado, hemolisis o errores en la identificacion;
fallas en el procesamiento de la muestra durante la
extraccion, amplificacion, secuenciacion del ADN,
analisis del mismo, y FF baja, generalmente inferior
a4 % (40).

Esto crea un dilema clinico ya que un resultado no
concluyente se asocia con una mayor probabilidad de
aneuploidia fetal u otros posibles resultados adversos
(118,119). Las vias de manejo sugeridas después de
un resultado no concluyentes incluyen repeticion de la
extraccion de sangre para el analisis de PPNI, pruebas
de diagnostico o una forma alternativa de deteccion de
aneuploidias, como el CCPT (19,120).

Otra razon para que esta prueba falle, son los tramos
largos de homocigosidad, (regiones en las que las
secuencias génicas son idénticas en los 2 cromosomas
del par), como en el caso de la disomia uniparental y
en la consanguinidad parental (121). El porcentaje de
muestras sin resultado tras repetir una vez la prueba es
globalmente del 1 % - 2 %. (113).

En la interpretacion de los resultados FP en los cuales
la prueba es informada con presencia de anomalias
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en fetos sin afectacion, se debe tener en cuenta que la
mayoria de FP son analiticamente correctos (realmente
hay un aumento de material genético correspondiente
a ese cromosoma) pero clinicamente incorrectos (ese
aumento de material genético no procede del feto). Las
causas mas frecuentes de FP son: el feto evanescente
en gestacion inicialmente gemelar, la contribucion de
ADN en plasma de un feto no evolutivo puede generar
resultados discordantes, debido a que ambos contribuyen
ala FF (122).

En el mosaicismo confinado a la placenta (coexistencia
de dos lineas celulares diferentes en la placenta: una
euploide y otra aneuploide), dado que la fuente principal
de ADN libre en la circulacion materna procede de la
placenta, la PPNI proporcionara resultados relativos a
la placenta, que pueden ser discordantes con el tejido
fetal. La experiencia adquirida mediante biopsia de
vellosidades coriales indica que esto puede ocurrir en
1 % - 2 % de los embarazos (123,124).

El cromosoma X, en particular, es el que mas contribuye
al indice de FP debido a la pérdida relacionada con la
edad materna, una proporcion cada vez mayor presenta
un pequefio porcentaje de células que han perdido un
cromosoma X, a la presencia de un mosaicismo materno
no diagnosticado como por ejemplo 45,X/46,XX. En
estas mujeres, fenotipicamente normales, la pérdida de
una porcion de la sefial del cromosoma X se atribuiria al
feto siendo informadas como monosomia X fetal, algunas
mujeres pueden tener una aneuploidia de los cromosomas
sexuales 47, XXX, desconocida en el 90 % de los casos
(125,126).

La aparicion de mas de una aneuploidia al mismo
tiempo, ganancias y pérdidas subcromosdmicas en
multiples cromosomas, puede sugerir una neoplasia
maligna oculta materna, en la que el ADN tumoral se
disemina hacia la circulacion materna (127-129).

La metodologia de la PPNI supone que cada mujer
porta la misma proporcion de material genético en un

Rev Obstet Ginecol Venez

cromosoma en concreto, pero los cromosomas varian
ligeramente entre individuos debido a variantes de
numero de copias (heredadas o de novo). En estos
individuos, la PPNI podria reportar un resultado
positivo cuando el tamafio de la duplicacion materna
es relativamente grande y ocurre en un cromosoma de
interés (por ejemplo, el cromosoma 18) (115,116).

Si la madre es receptora de trasplante obtenido de
un donante masculino, la PPNI puede identificar
incorrectamente a un feto femenino como masculino.
Si ha recibido una transfusion de un donante masculino
antes de 4 semanas desde la obtencion de la muestra
de sangre, se puede identificar incorrectamente un feto
femenino como masculino (124,127).

Los resultados FP también pueden ser fruto de
la probabilidad estadistica, ya que el limite para
una prueba positiva a menudo se establece en +3
desviaciones estandar. Por lo tanto, 1 o 2 por cada
1000 fetos euploides podrian tener un resultado FP
solo por casualidad (116).

En la interpretacion de los resultados FN, en los cuales
la prueba es informada con un resultado que indica que
no existe ninguna AC y el feto estd afectado, se debe
tener en cuenta las siguientes causas:

En el mosaicismo confinado a la placenta el ADN
producto de la apoptosis de las células placentarias
puede ser discordante con el tejido fetal, con lo cual es
posible que un feto sea aneuploide, pero la placenta no
refleje ese hallazgo. En estos casos, la PPNI detecta las
células placentarias del mosaicismo que son euploides
aunque el feto es aneuploide (130).

La FF limite da como resultado una diferencia muy
pequefia en el porcentaje esperado (referencia normal)
versus el porcentaje observado de fragmentos de
cromosomas. Sino se secuencia una cantidad suficiente
de fragmentos, esta diferencia no se identifica y
los resultados se informan incorrectamente como
negativos (106).
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En la PPNI con deteccion de microdeleciones y
microduplicaciones y debido al nimero limitado de
trastornos incluidos en la prueba, pueden dar FN como
es el caso del sindrome Prader-Willi, que representa
solo el 65 % - 75 % de los casos con delecion
cromosoémica, mientras que el resto son causados por
disomia uniparental o un solo gen afectado; o en el
caso del sindrome de delecion 22q11.2, en el cual el
85 % tiene una delecion de 3 Mb en el cromosoma 22,
pero existen deleciones atipicas las cuales no serian
detectadas por la PPNI (131).

Las mezclas de muestras u otros errores técnicos
pueden dar lugar a resultados FP o FN, pero, es
probable que estos se identifiquen como parte de las
pruebas de seguimiento (106,132). La probabilidad
estimada de FN de la PPNI varia entre 0,02 % y
0,26 % (133).

El Colegio Americano de Genética Médicay Gendmica,
publico una guia de recomendaciones para llevar
a cabo la PPNI. Incluye recomendaciones para los
laboratorios que ofrecen PPNI, para que los pacientes
reciban informacion precisa y actualizada y que los
profesionales médicos dispongan de herramientas
adecuadas y reciban informes de laboratorio claros
para proporcionar asesoramiento genético (AG), en las
primeras etapas del embarazo, para optimizar latomade
decisiones por parte de los pacientes y la colaboracion
de los laboratorios con oficinas publicas de salud,
agencias reguladoras y fondos privados, para hacer
que estas pruebas asi como el AG previo y posterior
estén al alcance de todas las mujeres embarazadas.
La mayoria de los centros médicos académicos y las
clinicas especializadas de medicina materno-fetal en
los EE. UU, proporcionan ambos (101,134).

El AG debe ser realizado de manera clara, objetiva y no
directiva, permitiendo a los pacientes tiempo suficiente
para comprender y tomar decisiones informadas sobre

las pruebas (1, 135).

El AG precribado, debe realizarse preferiblemente
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entre las 10-12 SG (3), debe incluir una breve
descripcion de posibles pruebas de cribado, el
rendimiento y el marco de tiempo para el retorno de
los resultados, explicar al paciente en qué consisten,
sus beneficios y limitaciones, que su realizacion es
voluntaria, se describen las AC a estudiar, que es
una prueba de cribado y si resulta positiva ha de ser
confirmada con prueba genética diagndstica y llevar
a cabo un proceso de consentimiento informado (135,
136).

En el AG poscribado, los progenitores deben ser
informados de forma oral y escrita. El informe que reciba
el paciente debe ser claro, junto con una explicacion por
parte del profesional a cargo sobre la implicacion de este
resultado (137). Esto se realiza a través de una atencion
personalizada que se adecue a la condicion de cada
paciente, posibles procedimientos que pudieran derivar
del resultado, todas las opciones diagnosticas con los
beneficios, riesgos y limitaciones de cada una de ellas y
las posibilidades tras el diagnostico, la descripcion clinica,
prondstico fetal, las posibles decisiones terapéuticas,
riesgo de recurrencia y, en caso necesario, de la necesidad
de estudios familiares. Segun sea el caso, indicaciones a
seguir en futuro embarazo. Se notifica de las opciones
reproductivas de estas parejas, nuevo embarazo sin o con
técnicas de reproduccion asistida, tales como diagnostico
genético preimplantacional, donacién de gametos o
embriones, adopcion (3, 135).

Sin conflictos de interés.
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