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1. RESUMEN

Tras la implantacién en la practica clinica del cribado prenatal de la trisomia 21
mediante la deteccion de ADN libre fetal en sangre materna, muchas investigaciones se han
centrado en identificar nuevas aplicaciones clinicas del estudio del ADN celular libre tanto
en gestantes como en pacientes oncoldgicos. Sin embargo, tener la capacidad técnica para
detectar ciertas condiciones no implica, necesariamente, un beneficio clinico para los
pacientes. Por ello, esta revision analiza la aplicabilidad clinica de esta prueba en el
diagndstico prenatal, en la prevencion de complicaciones obstétricas y su posible uso en la
oncologia ginecoldgica.

En el campo del diagndstico prenatal, la principal indicacion de esta prueba
contintia siendo la deteccion de la trisomia 21 y, en menor medida las trisomias 13y 18. Su
utilizacion para las aneuploidias de los cromosomas sexuales no se recomienda para el
cribado en la poblacion general, al igual que tampoco se recomienda su uso en los
sindromes de microdelecién. Mientras que, para las enfermedades monogénicas, las
recomendaciones del cribado se limitan a pacientes con historia familiar o embarazo previo
afecto. Por lo que, la ampliacion del cribado a todas estas condiciones invalidaria uno de los
beneficios mas convincentes por el que se implanté esta prueba que era la reduccién
significativa de la realizacion de pruebas invasivas. En el caso de que se aplicara en la
practica rutinaria, seria necesario un asesoramiento individualizado a los progenitores y mas
estudios de rentabilidad para determinar la eficacia clinica real de la prueba. Con respecto a
los grandes sindromes obstétricos como preeclampsia, restriccion del crecimiento
intrauterino y parto pretérmino, los resultados no respaldan su uso como marcador
independiente de prediccion de estas complicaciones. En el campo de la oncologia, la
deteccion del ADN tumoral circulante en los canceres ginecoldgicos continta siendo una
técnica bajo investigacion.

After the establishment of the screening of trisomy 21 in clinical practice by
detection of cell-free fetal DNA in maternal blood, many studies have focused on the
identification of new applications of determination of cell-free DNA in pregnant women
and cancer patients. Hence, this review analyzes the clinical applicability of this test in
prenatal screening, in obstetric complication prevention and its possible use in gynaecologic
oncology. In the field of prenatal screening, to date, the main indication remains detection
of trisomy 21 and trisomies 13 and 18. However, its screening is not recommended neither
in sex-chromosome aneuploidies for general population nor for microdeletion syndromes.
Whereas, in single-gene disorders, recommendations for screening are limited to patients
with a family history or previously affected pregnancy. Therefore, the extension in use of
this screening for all of these disorders would have an impact on the reduction of
performance of invasive tests achieved by non-invasive prenatal exams. In case that
determination of cell-free foetal DNA will be applied in routine practice, it would be
necessary to provide individualized counselling to parents, as well as, more studies to
determine the clinical efficacy of the test. Regarding the Great Obstetric Syndromes such as
preeclampsia, intrauterine growth restriction and preterm delivery, results do not support
their use as an independent marker for predicting these complications. In the field of
oncology, the detection of circulating-tumour DNA in gynaecological cancers continues to
be a technique under investigation.



2.

INTRODUCCION

Se entiende como ADN circulante o ADN libre (cell-free ADN o cf ADN) a los

fragmentos de ADN que se encuentran circulando fuera de las célulast! tanto en la
sangre, en la orina como en otros fluidos corporales./?? Fueron descritos por primera vez
en 1948 por Mandel y Métaist) en un trabajo pionero que precedié al clasico
descubrimiento de la estructura de la doble hélice del ADN de Watson y Crick en 1953.

El ADN circulante se detecta como pequefios fragmentos de doble cadena, de unos

150-200 pares de bases de longitud ! que han sido liberados a la circulacién mediante
mecanismos pasivos durante la destruccion celular (apoptosis o necrosis) o mediante la
liberacion activa por parte de las propias células vivas.!!

2.1. Tipos de ADN libre en plasma

Segun el origen celular, el ADN circulante se ha clasificado en distintos tipos:
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ADN circulante normal (cell-free DNA, cf ADN) procedente de células normales
del organismo. Este tipo de ADN libre se encuentra presente en todas las personas en
mayor o menor cantidad. En personas sanas, los niveles de cf ADN en plasma son
bajos (aproximadamente 10-15 ng/mL de plasma); sin embargo, estos niveles pueden
verse incrementados en condiciones de estrés tisular tales como en procesos
inflamatorios, el ejercicio o la cirugia, entre otros. &

ADN fetal libre de células (cell-free fetal ADN, cff ADN): se trata del ADN
proveniente del feto que es detectable en mujeres gestantes. Fue descubierto en 1997
por Lo et al.!! mediante la deteccion de secuencias especificas del cromosoma Y
como marcador en embarazos de fetos masculinos.

El ADN fetal libre coexiste en el plasma materno con el ADN materno circulante y
representa menos del 10% del ADN libre circulante total. [”! Puede ser detectado
desde la 42 semana de gestacion y su cantidad aumenta conforme el embarazo
avanza. La fuente principal de ADN fetal libre es la apoptosis de las células
trofoblasticas de la placenta; aunque hay cierta evidencia de que también exista una
transferencia directa de moléculas de ADN entre el feto y la madre a través de la
placenta o membranas fetales. [’

ADN circulante tumoral (circulating tumor ADN, ct ADN): es el ADN libre
proveniente de células de masa tumoral o de células tumorales metastasicas. La
fraccion de ct ADN tiende a aumentar conforme aumenta la carga tumoral del
paciente y disminuye tras terapias curativas del cancer.’! Presenta alteraciones
moleculares que nos permite diferenciarlo del ADN circulante normal.!



2.2. Aplicaciones clinicas actuales del ADN fetal libre (cff ADN) en plasma

El descubrimiento del ADN fetal libre supuso un antes y un después en el campo
del diagnostico prenatal no invasivo ya que abria la puerta a la posibilidad de detectar
alteraciones en el ADN fetal (cff ADN) sin necesidad de realizar procedimientos
invasivos que pudieran poner en riesgo la salud de la madre o la del nifio.

> La aplicacion més directa de la deteccion de cff DNA en sangre materna es la
determinacion del sexo del feto. La presencia o ausencia de secuencias especificas
del cromosoma Y (como las secuencias del gen SRY) permiten la determinacion del
sexo fetal a partir de la 72 semana postmentrual con una sensibilidad y especificidad
cercanas al 100% a partir de la 102 semana.l”! EI conocimiento del sexo fetal puede ser
atil como primer paso en el diagnostico prenatal de enfermedades recesivas ligadas
al cromosoma X como hemofilias, la distrofia muscular de Duchenne o de Becker.[”
En estos casos, si las madres portadoras de la mutacion tienen fetos de sexo femenino
no necesitan someterse a técnicas de diagndstico invasivo ya que los fetos seran o
portadores de la mutacion o sanos. Pero, si se diagnostica la presencia del cromosoma
Y, existe una probabilidad del 50% de que el feto padezca la enfermedad por lo que
estarfa indicada la realizacién de una técnica de diagnéstico prenatal invasiva.!*!

» La determinacién del RhD fetal ha sido ampliamente utilizada desde que se
demostré que era posible su deteccién en plasma materno en 1998 por Lo et al. ¥ La
enfermedad hemolitica perinatal estd ocasionada por la incompatibilidad sanguinea
que se produce en gestantes RhD negativas (RhD-) portadoras de fetos RhD positivos
(RhD+) lo que desencadena la produccion de anticuerpos anti-D en la gestante que, en
futuros embarazos, pueden atravesar la placenta y unirse a eritrocitos fetales RhD+
produciendo anemia fetal severa.

Desde la introduccién de la profilaxis preventiva, el riesgo de inmunizacion anti-
RhD se ha reducido de manera considerable; sin embargo, se ha estimado que el 40%
de las mujeres RhD- con parejas RhD+ heterocigotas recibe una dosis innecesaria de
inmunoglobulina anti-D ya que son portadoras de fetos RhD negativos. Por lo tanto, la
determinacion de RhD fetal haria posible evitar la administracion de la
gammaglobulina en mujeres sin riesgo de inmunizacién. En Francia, Holanda o Reino
Unido, este procedimiento de deteccién del RhD fetal forma parte de la rutina clinica y
ha conseguido unas cifras de sensibilidad y especificidad del 95 y 100%.!7 Segtin
Manzanares Galan et al.l*?! si aplicaramos esta nueva estrategia de deteccién de RhD
fetal a las gestantes RhD- (se estima que son el 40% de las gestantes) se ahorrarian,
aproximadamente, 4800€ por cada 1000 partos en profilaxis innecesarias. [*?

» En 2011, la deteccion de cff ADN en sangre materna comenzd a emplearse en la
practica médica en el diagnéstico prenatal no invasivo de aneuploidias fetales.

En la poblacion general, las aneuploidias tienen una incidencia de 9 por cada 1000
nacidos vivos. La mas frecuente es la trisomia 21 (Sindrome de Down) con una
incidencia de 1 por cada 600-800 nacidos vivos, le sigue la trisomia 18 (Sindrome de



Edwards) con una incidencia de 1 por cada 5.500 nacidos vivos y la trisomia 13
(Sindrome de Patau) con 1 de cada 12.000 nacidos vivos.!*®!

Antes de la implantacion de cff ADN en el diagnostico prenatal, el cribado para
detectar el riesgo de anomalias fetales en el primer trimestre se basaba en el cribado
combinado del primer trimestre (CCPT). Sin embargo, segin Malone et al. ™ a
sensibilidad de este test para la trisomia 21 era Unicamente del 84-90%, con una tasa
de falsos positivos del 5% (Figura 1). EI CCPT calcula el riesgo de aneuploidias
basado en estos factores:

Tras el descubrimiento del ADN fetal libre, se implant6 en el protocolo del cribado
prenatal no invasivo Yy, gracias a él, se han logrado grandes avances en el campo del
diagndstico prenatal. De hecho, el meta-anélisis de Gil et al.'® en 2017 evalué la
capacidad diagndstica de la deteccion de cff ADN estableciendo una sensibilidad y una
tasa de falsos positivos para la trisomia 21 del 99.7% y 0.04%. Ademas, analizo otras
aneuploidias menos frecuentes.[*™ (Tabla 1)

Tabla 1. Rendimiento del cribado mediante deteccién de ADN
fetal en sangre materna de las aneuploidias més comunes. ™!

Trisomia21 Trisomia 18 Trisomia 13
Sensibilidad 99.7 % 97.9% 99.0%
TFP* 0.04% 0.04% 0.04%
*TFP: Tasa de Falsos Positivos

Es relevante mencionar que los datos de este metaanalisis sugerian que la
sensibilidad real de la prueba de deteccion del cff ADN para trisomias 18 y 13 podian
ser menores que las halladas ya que las estimaciones se realizaron excluyendo las
muestras no concluyentes. Una de las razones principales de no obtener resultado es la
baja fraccién de ADN fetal disponible en sangre materna. En las trisomias 18 y 13 (no
en la trisomia 21) la fraccion fetal es mas baja y, por tanto, la exclusion de las
muestras no concluyentes, pueden llevar a un grado de sesgo que resultaria en una
sobreestimacion de la sensibilidad y una subestimacién de los falsos positivos.*!

2.3. Protocolo para el diagndstico prenatal de anomalias cromosdmicas en Aragon

Dado su elevado precio, en la préactica clinica, el analisis del ADN fetal en sangre
materna no se aplica indiscriminadamente en todas las gestantes, sino que se
seleccionan un grupo de la poblacion en el que se agrupan la mayor parte de la
aneuploidias.



En el momento actual, segin el protocolo de la Comunidad Autonoma de
Aragon,™ el procedimiento recomendado en primer lugar para el diagnéstico prenatal
de anomalias cromosomicas es el cribado combinado del primer trimestre (CCPT) con
el que se estima el riesgo individualizado de cada gestante de tener un feto afecto de
aneuploidia y se clasifica a las gestantes en tres grupos: bajo riesgo, riesgo intermedio y
alto riesgo.

Tabla 2. Resumen de la conducta a seguir segun el riesgo estimado en el CCPT

Riesgo a priori de

p Conducta a seguir
cromosomopatia

Bajo riesgo <1/1000 Continuar seguimiento habitual del embarazo
Riesgo intermedio 1/51 a 1/999 Solicitar prueba de ADN fetal en sangre materna
Alto riesgo >1/50 Prueba invasiva

En las gestantes de bajo riesgo, no es necesario hacer pruebas adicionales. En las de
alto riesgo, se ofrece directamente la prueba invasiva (amniocentesis o biopsia corial).
Sin embargo, en las gestantes de riesgo intermedio se considera que existe un riesgo
moderado de aneuploidias y la gran mayoria de fetos de este grupo seran normales, por
lo que este grupo es la indicacion principal para solicitar la prueba de ADN fetal en
sangre materna. Al tratarse de una prueba de cribado, no diagnéstica, en los casos que
esta prueba de cribado resultara patoldgica, habria que confirmarlo con una prueba
invasiva.l*®!

Esta estrategia de cribado en dos pasos, primero el cribado combinado del primer
trimestre y luego la realizacién de test fetal no invasivo en el grupo de riesgo intermedio

ha disminuido la tasa de falsos positivos y el nimero de técnicas invasivas.!*”

2.4. Aplicaciones del ADN tumoral circulante en plasma

El descubrimiento del ADN tumoral circulante (ct ADN) supuso un avance que abrid
nuevas vias de investigacion a potenciales aplicaciones en el control de tumores:
Diagnostico y perfil molecular: aunque la biopsia tumoral continda siendo el gold
standard, se esta investigando la posibilidad de utilizar la prueba de ct ADN tanto para
el diagndstico como para determinar alteraciones moleculares que sirvan como
objetivos terapéuticos.™

Monitorizacién de la respuesta al tratamiento: los niveles de ct ADN se correlacionan
bien con los cambios en la carga tumoral y la respuesta el tratamiento.’® Por lo que,
gracias a su corta vida media, el ct ADN supone una ventaja para medir la carga tumoral
en tiempo real tras una terapia concreta, a diferencia de los marcadores tumorales (CEA
o CA-125) que tienen vidas medias mas largas. © Por ejemplo, tras cirugia curativa, el
analisis de ct ADN podria detectar actividad tumoral residual para identificar aquellos
pacientes que se beneficiarian de una terapia adyuvante y evitar la quimioterapia en
pacientes curados. !




Por otra parte, el analisis de ctADN podria mostrar la

heterogenicidad molecular del tumor mejor que la biopsia E;m

(figura 2) e identificar, antes de establecer un tratamiento, \”JO> @

poblaciones clonales con alteraciones moleculares causantes de RS =

futuras resistencias [°! &8 b=
Ademas, este andlisis puede aplicarse para el manejo de s e

resistencias y el uso de terapias dirigidas. Por ejemplo, en el

cancer de pulmon no microcitico, tras la terapia con inhibidores fgﬁ

de EGFR, el analisis de ct ADN identifico la aparicion de

mutaciones en T790M causante de resistencia al tratamiento "Figura 1: Ejemplo de como
convencional; pero que eran sensibles a inhibidores de EGFR de | la biopsia tumoral puede no
tercera generacion. De tal forma, que el anélisis de ct ADN ha | identificar la heterogenicidad

. . o . , molecular como el analisis de
sido aprobado como diagndstico complementario en este cancer |  opy_

para elegir terapias especificas frente a EGFR.®!

2.5. Procedimientos para la deteccion de ADN libre fetal o tumoral en plasma

La mayor parte del ADN libre en plasma deriva de la ruptura de células normales
del organismo; por lo que, Unicamente, un pequefia fraccion de ese ADN libre procedera
del feto, en el caso de las gestantes, o del tumor, en el caso de pacientes oncolégicos. De
esta manera, para conseguir detectarlo se han necesitado desarrollar métodos
especializados tanto en el aislamiento como en el anélisis del ADN. La mayoria consiste
en identificar peculiaridades o anomalias especificas de estos dos tipos de ADN.

2.5.1. Métodos para detectar ADN fetal

e Deteccion de secuencias especificas de ADN en el cromosoma Y: como el gen
SRY (“sex-determining region”) o la region que codifica la proteina testicular
ligada al Y (DYS14). Este es el método mas fiable, pero limita el diagndstico,
Ginicamente, a fetos de sexo varén. [}

e Deteccion de secuencias especificas de ADN en cromosomas autosomicos: solo
pueden ser Utiles si el gen paterno posee caracteristicas gendmicas que no estan
presentes en la herencia materna. [”

e Aumento de las concentraciones relativas del cff ADN: el ADN libre fetal supone
tan solo un 10-15% del total de ADN libre total detectado en sangre materna, lo que
supone una limitacion técnica para aislarlo y analizarlo. Por lo que para un mejor
estudio, es necesario aumentar la concentracion de ADN fetal mediante métodos de
enriquecimiento. "

e Modificaciones epigenéticas: se trata de diferencias soméaticas del ADN que no
alteran la secuencia genética pero que si afectan a su expresion génica. El andlisis
de estas modificaciones permite diferenciar entre los alelos maternos propios y los
fetales heredados por via materna. 1"}




2.5.2. Métodos para cuantificar y estudiar el ADN fetal

Se han desarrollado diferentes métodos sensibles para detectar e identificar las
anomalias del ADN libre fetal y, a medida que la tecnologia avanza, aparecen
variaciones de estos métodos de secuenciacion, pero las técnicas principales que se
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ilizan son:

Secuenciacion selectiva de polimorfismos de un solo nucledtico (SNP). Los SNP

son variaciones de una sola base en la secuencia del genoma. Este método no utiliza
el recuento, sino que amplifica y secuencia alrededor de 20,000 SNP (ubicados en
los cromosomas de interés) tanto de los leucocitos maternos (donde se encuentra el
ADN materno) como del plasma (encontramos ADN materno y fetal). De esta
manera, se analizan las diferencias entre el ADN del feto y de la madre y se
averigua el genotipo fetal. [

Secuenciacion masiva 0 NGS (Next-Generation Sequencing): se basa en el analisis

en paralelo de varios millones de fragmentos cortos de ADN, ya sean maternos o
fetales, seguidas de una alineacion de secuencias y se comparan con un genoma
euploide de referencia (Figura 2). Asi se puede determinar el origen de cada
fragmento y la proporcidn en la que se encuentra, por lo que aporta informacion del
genoma completo del feto, de anomalias cromosémicas y subcromosomicas. A
pesar de su alta sensibilidad y especificidad, la NGS muestra una tasa de error
aleatorio entre 0,1% y del 1%.!
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Figura 2. Técnica de secuenciacién masiva en el cribado de aneuploidias fetales (A) El plasma
materno contiene ADN fetal y materno. (B) Se secuencian todos los fragmentos de ADN libre tanto los de
origen fetal (naranja) como los de origen materno (morado). (C) Se alinean y cuantifican el nimero de
fragmentos que pertenecen a cada cromosoma y, después, (D) se determina la proporcién de moléculas de
ADN fetal que hay de cada cromosoma Yy se compara con una muestra de referencia. Por ejemplo, en los
casos de trisomia 21 la proporcion de fragmentos de ADN libre fetal del cromosoma 21 ser4 mayor con
respecto a la muestra de referencia. Adaptado de Bianchi et al.™




La tecnologia NGS permite la secuenciacion de diferentes tipos:

O

Secuenciacion del genoma completo (WGS, Whole-Genome Sequencing
Sequencing) se realiza mediante la secuenciacion simultanea de todo el ADN
libre. Tiene la ventaja de que proporciona una amplia cobertura de todo el
genoma Yy permite la identificacion de variante a lo largo de todo el genoma;
sin embargo, esto incrementa los costes y el tiempo de analisis, por tanto limita
su implementacién en el diagnéstico de rutina. 2%

Secuenciacion del exoma completo (WES, Whole-Exome Sequencing) el
objetivo de esta técnica es la secuenciacion de los exones codificantes de todos
los genes conocidos (Figura 3). Se denomina exoma al conjunto de genes
codificadores de proteinas (exones) dentro del genoma humano completo.
Supone Unicamente el 1,5 % del ADN (unos 22.000 genes), pero se estima que
el 85% de las mutaciones que causan enfermedades se localiza en esa porcion
del ADN. Esta técnica permite la identificacion de nuevos genes en
enfermedades con base molecular desconocida y, ademas es mas costo-efectiva
que WGS.?

Secuenciacion de genes diana (Targeted Secuencing): este enfoque se
desarroll6 para mejorar la eficiencia de la secuenciaciéon. Los fragmentos de
ADN libre en el plasma se someten a un proceso de enriquecimiento: se
localizan de forma selectiva zonas concretas del genoma (por ejemplo,
cromosoma 21, 18, 13, X 0 Y) y se secuencian simultdneamente. EI resultado
del recuento se establece como el riesgo de presentar la anomalia, ajustada por
edad materna y gestacional. Con este método se reduce el coste y el tiempo de
secuenciacion, pero, el problema es que solo aquellos genes que se han
asociado con una enfermedad pueden ser incluidos en el panel de genes. 2
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Figura 3. Las nuevas tecnologias genémicas como la secuenciacién del genoma completo (A) y
la secuenciacion del exoma completo (B) tienen la capacidad de analizar el genoma fetal de
manera més exhaustiva. Adaptado de Hardisty et al. 2!




2.5.3. Andlisis, deteccion y cuantificacion del ADN circulante tumoral

Para diferenciar entre el ADN libre normal del paciente y el ADN tumoral
circulante (ct ADN) las técnicas se basan en identificar mutaciones especificas, cambios
en el nimero de copias, fusion de genes o cambios en la metilacion del ADN. Por
ejemplo, en el cancer colorrectal se han detectado mutaciones de la via RAS
responsables de la progresion del tumor. Mientras que en el cancer de pulmén se ha
observado que mutaciones en el gen EGFR se relacionan con tumores resistentes al
tratamiento.

En este campo también se han desarrollado métodos ultrasensibles para detectar las
bajas concentraciones del ct ADN en la sangre del paciente:

¢+ Se utilizan sobre todo la técnica NGS que, al igual que en el analisis del ADN libre
fetal, permite detectar anomalias analizando genes especificos o bien todo el
genoma o todo el exoma del ADN tumoral circulante.??? Esta técnica tiene la
ventaja de poder detectar una gran cantidad de alteraciones tumorales en todo el
genoma de la muestra.

++ Para la deteccion de mutaciones puntuales, se recomienda la utilizacion de técnicas
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ya que permite detectar
alteraciones especificas del ADN de la muestra y se evita la secuenciacion de todo
el genoma como en NGS. La PCR consiste en amplificar los fragmentos de ADN
libre (normal y tumoral) de la muestra y marcar mediante una sonda fluorescente
las mutaciones buscadas. De tal manera que, segun la cantidad de sefial que se capte
de la muestra, se establece la proporcion de alelos con ADN mutado o con ADN
normal. Estos métodos proporcionan una alta sensibilidad, pero es necesario
conocer previamente las mutaciones puntuales especificas del tumor que se busca.
Sin embargo, su bajo coste y la rapidez de realizacion de la técnica, convierte a la
PCR en una herramienta muy (til para estos canceres.??

Gracias al incremento y al avance de las técnicas de secuenciacion y de analisis del
ADN libre, hoy en dia, se estan evaluando nuevas aplicaciones clinicas de esta técnica
en el diagnostico prenatal para detectar enfermedades monogénicas, sindromes de
microdelecion o microduplicacion, asi como, detectar con antelacion el desarrollo de
trastornos durante el embarazo. En el campo de la oncologia ginecoldgica se estan
estudiando posibles aplicaciones en los canceres ginecologicos mas frecuentes como el
de mama, ovario, cérvix y endometrio. Todo ello es objeto de esta revision.



3. OBJETIVO

Esta revision bibliogréafica tiene como objetivo analizar la aplicabilidad clinica de
las técnicas de deteccion de ADN celular libre en plasma tanto en el diagndstico
prenatal no invasivo para identificar aneuploidias de los cromosomas sexuales,
enfermedades monogeénicas, sindromes de microdelecion o microduplicacién como para
la prevencion de complicaciones obstétricas tales como la preeclampsia, restriccion del
crecimiento intrauterino y el parto pretérmino. Ademas, también se analizaran las
aplicaciones de esta prueba en el campo de la oncologia ginecolégica.

4. MATERIAL y METODOS

El método utilizado para este trabajo ha sido una revision bibliografica en la
literatura meédica de articulos de investigacion mediante el motor de busqueda
PUBMED en la base de datos de MEDLINE. Ademés se hizo una bdsqueda en las
paginas web de The Fetal Medicine Foundation y Revista de Genética Médica.

Se establecid una estrategia de busqueda para cada campo de analisis:

e En el diagndstico prenatal no invasivo se utilizaron las palabras clave: prenatal
screening, cell-free fetal DNA, aneuploidies, single gene disorders, microdeletion
syndrome, sex chromosome aneuploidies

e En el diagnéstico de sindrome obstétricos se realizd una bdsqueda con las
siguientes palabra clave: cell-free fetal DNA, pre-eclampsia, preterm birth,
preterm delivery, intreuterine growth restriction.

e En el campo de la oncologia ginecoldgica se utilizaron los siguientes términos de
busqueda: cell free DNA o circulating tumor DNA, breast cancer, uterine cervical
cancer, ovarian cancer, endometrial cancer.

También se han utilizado protocoles de distintas organizaciones profesionales como la
SEGO (Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia), la ACOG (American College
of Obstetrics and Gynecology), la ACMG (American College of Medical Genetics and
Genomics) y la ISPD (International Society of Prenatal Diagnosis).

Los criterios de inclusion para eleccién de los articulos fueron aquellos que habian sido
publicados en un plazo no mayor a 5 afios, en idiomas en espafiol e inglés,
investigaciones llevadas a cabo en humanos de género femenino. Rechazamos aquellos
articulos que no cumplieran dichos criterios.

5. PALABRAS CLAVE

Prenatal screening, cell-free fetal DNA, aneuploidies, single gene disorders,
microdeletion syndrome, sex chromosome aneuploidies, pre-eclampsia, preterm birth,
preterm delivery, intrauterine growth restriction, cell-free DNA, circulating tumor
DNA, breast cancer, uterine cervical cancer, ovarian cancer, endometrial cancer.
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6. RESULTADOS

6.1. DIAGNOSTICO PRENATAL

6.1.1. Determinacion de Aneuplodias de los Cromosomas Sexuales

Las aneuploidias cromosomicas sexuales son trastornos causados por la
existencia de un nimero anémalo de los cromosomas X o Y. Estos trastornos estan
asociados a una gran variedad de manifestaciones clinicas: algunos pacientes son
asintomaticos o Unicamente presentan sintomas leves, mientras que otros desarrollan
sintomas graves como trastornos del comportamiento, infertilidad, retraso en el
desarrollo o en el aprendizaje.’?® Las aneuploidias mas frecuentes son 45 XO (sindrome
de Turner o monosomia X), 47 XXX (sindrome triple X), 47 XXY (sindrome de
Klinefelter) y el 47 XYY. Su prevalencia conjunta se calcula en 1 de cada 350-400
nacidos vivos,’! aunque, individualmente, varfa. (Tabla 3)

45 XO - Sindrome de Turner 1: 2000-5000 mujeres nacidas vivas

47 XXX — Sindrome Triple X 1: 1000 mujeres nacidas vivas

47 XXY — Sindrome de Klinefelter 1: 600 varones nacidos vivos

47 XYY 1: 1000 varones nacidos vivos

* Guillen-Navarro E. Protocolos Diagnosticos y Terapéuticos en Pediatria: Genética/ Dismorfologia. AEP:2010.

Cabe destacar que, salvo el sindrome de Turner (45 XO) que, en ocasiones,
puede ser diagnosticado en la ecografia prenatal tras encontrar higroma quistico o
defectos cardiacos, la mayoria de estas aneuploidias no suelen presentar un fenotipo
diagnosticable ecograficamente o con la bioguimica del suero materno. De hecho, antes
de la existencia de los test fetales no invasivo, se diagnosticaba de forma incidental al
realizar cariotipos por otras causas. Por lo tanto, la prueba de deteccion de cff ADN en
sangre materna resultaba una técnica atractiva para detectar este tipo de trastornos. "

En un meta-analisis realizado en 2017, Gil et al.*® analizaron la capacidad
diagnostica de la prueba para las cromosomopatias sexuales y establecié una
sensibilidad del 95,8% y una tasa de falsos positivos del 0.14% para la monosomia X 0
sindrome de Turner, mientras que para el resto de aneuploidias de los cromosomas
sexuales informd de que el test fetal no invasivo presentaba una sensibilidad casi del
100% y una tasa de falsos positivos del 0.004%.™! (Tabla 4). Cabe sefialar que las
publicaciones analizadas en este meta-andlisis en algunas incluian poblacién de alto
riesgo y en otras analizaban poblacion mixta (alto y bajo riesgo).

Tabla 4: Rendimiento de la prueba de deteccién de ADN libre fetal en sangre

materna para las aneuploidias de los cromosomas sexuales

Sensibilidad Tasa Falsos Positivos (TFP)
Monosomia X (45 XO) 95,80% 0,14 %
Otras aneuploidias (47 0 0
XXX, 47 XXY, 47 XYY) 100,00% 0,004%

Adaptado de Gil MM et al.™!
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En cuanto a la eficacia del test, diversos autores han estudiado el valor
predictivo positivo de la prueba (probabilidad de tener un feto afecto cuando la prueba
da un resultado positivo). Petersen et al.*”! examiné las muestras de 712 mujeres que
obtuvieron un resultado alterado o no concluyente en el test fetal no invasivo y calcul6
el valor predictivo positivo de la prueba (VPP) para las aneuploidias de los cromosomas
sexuales: 27% para la monosomia X, 85% para XXY, 45% para triple X.”**! (Tabla 5)

Datos parecidos reportd Suo et al. ®! quien utilizé el test fetal no invasivo
(TFNI) para buscar aneuploidias de los cromosomas sexuales en muestras de mas de
8000 gestantes tanto de alto como bajo riesgo y establecieron el VPP de la prueba para
cada aneuploidia: 32,43% para la monosomia X, 60,00% en XXY, 55,56% para el triple
Xy 87,50% en el sindrome XYY.[?! (Tabla 5)

Petersen et al.'** Suo et al.'*> Zhang et al.
VPP VPP VPP
Poblacion | Mujeres de alto riesgo Muéz;gsrfssggo y Muéi;isr?gsggo y

XO 27 % 32,43 % 29,41 %
XXY 85 % 60,00 % 77,78 %
XXX 45 % 55,56 % 100,00 %

XYY - 87,50 % -
Total - 46,88 % 54,54 %

De la misma manera, Zhang et al. *® analizé la eficacia del TENI para detectar
este tipo de aneuploidias en gestantes que, tras realizarles el cribado del segundo
trimestre, estuvieron de acuerdo en someterse a la deteccion de cff ADN en sangre
materna. EI VPP general de TFNI para detectar cromosomopatias sexuales fue de
54,54%, mientras que para detectar el sindrome de Turner fue solo del 29,41% (tabla 5).
Ademas, analizé la eficacia de la prueba segun el grupo de riesgo estimado tras la
realizacion del cribado (tabla 6).

Tabla 6. Eficacia del test fetal no invasivo estratificado para detectar

aneuploidias de los cromosomas sexuales estratificado segin el riesgo de
presentar un feto afecto derivado del cribado del segundo trimestre.?

Riesgo en el cribado prenatal Valor predictivo positivo
e Alto riesgo 77,78 %
e Riesgo intermedio 37,50 %
e Bajo riesgo 50,00 %

Los distintos estudios coinciden en que el TFNI para aneuploidias de los
cromosomas sexuales tiene una menor precision, menor valor predictivo positivo y
mayor tasa de fracaso que el TFNI para la trisomia 21. Esta menor eficacia de la
deteccion de cff ADN en estos trastornos, sobre todo en la monosomia X, se ha
relacionado con diferentes causas:
= La presencia de una monosomia parcial o total en la madre; asi como mosaicismos

maternos (46XX/45X0) podrian alterar el resultado al aumentar los falsos positivos
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ya que, recordemos, el ADN libre es, mayoritariamente, de origen materno y podria
no reflejar el genotipo fetal real.® Wang et al informé que el 8,6% de los resultados
positivos del cff ADN para las aneuploidias de los cromosomas sexuales se debieron
a mosaicismos maternos.?”]

= La presencia de un mosaicismo confinado a la placenta puede dar lugar a un
resultado falso positivo del cff ADN vy la presencia de un mosaicismo exclusivamente
fetal, a un resultado falso negativo.’?®! (Figura 4).

= La existencia de un gemelo evanescente con alguna aneuploidia en X o Y también
podria no reflejar el genotipo real debido a que ambos contribuyen a la fraccion del
ADN fetal. ! (Figura 4).

Gemelo no Restos del feto no

Mosaicismo Mosaicismo 2 cigotos
confinado a placenta fetal evolutivo evolutivo permanecen

Figura 4. (A) Mosaicismo confinado a la placenta, en la placenta existen dos tipos de células con
carga cromosdmica distinta 45X0O (verdes) y 46XX (azules). En el mosaicismo fetal, es el feto el
gue tiene dos tipos de células con carga cromosémica diferente. (B) En gestaciones inicialmente
gemelares, la contribucion de ADN en plasma de un feto no evolutivo (células azules) pueden
generar resultado que no reflejen el genotipo real.

A pesar de la eficacia dudosa del TFNI para las aneuploidias cromosémicas, se
esta utilizando hoy en dia. Por lo que, cuando se ofrece esta prueba a las gestantes para
la deteccion de este tipo de anormalidades cromosomicas, deben ser bien asesoradas por
profesionales expertos en el tema para ayudar a las familias a entender estos trastornos y
los beneficios y limitaciones de los test diagndsticos. Ademdas es importante la
comunicacion de la existencia de resultados discordante que podrian llegar a necesitar
una evaluacion adicional e incluso una técnica invasiva. %!

6.1.2. Determinacion de los Sindromes de Microdelecion

Con el avance de las técnicas de secuenciacion, se han conseguido detectar
anomalias cromosomicas mas pequefias como las variaciones en el nimero de copias
(CNVs, por sus siglas en inglés) también conocidas como microdeleciones y
microduplicaciones.

Las CNVs se pueden asociar con fenotipos severos que incluyen retraso del
desarrollo, discapacidad intelectual, caracteristicas dismorficas y otras malformaciones,
incluso mas severas que las aneuploidias cromosdmicas. Se han descrito distintos
sindromes y, aunque la penetrancia y la expresividad pueden variar, todos tienen
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consecuencias clinicas importantes. Estos trastornos, ya sean por microdelecion o
microduplicacién, ocurren en, aproximadamente, el 1-1,7% de los embarazos;"*® pero,
individualmente, cada trastorno es mucho menos comun (Tabla 7). Por ello, los
laboratorios que ofrecen este cribado incluyen alrededor de 6 trastornos especificos
(sindrome de DiGeorge, de delecién 1p36, de Prader-Willi o de Angelman, de Cri-du-
Chat, de Wolf Hirschhorn) con una prevalencia combinada de 1 entre 2500.5”

alDla Prevale ad de 1asS alteracione O 0SO aS que a e e e e e SO
padas por los laporatorios come ales. Adaptado de Advani et al.'*°
Alteracién cromosomica Prevalencia
Sindrome de DiGeorge 22911.2 1:1000
Delecion 1p36 1p36 1:5000
Sindrome de Angelman 15g11.2-g13(alelo materno) 1:12000-20000
Sindrome de Prader-Willi 15g11.2-g13(alelo paterno) 1:10000-30000
Sindrome de Cri-du-Chat 5p 1:15000-50000
Sindrome Wolf-Hirschhorn 4p16 1:20000-50000

La mayoria de estas alteraciones cromosomicas se producen de novo; aunque
también es posible heredarlas de alguno de los progenitores. Pero, a diferencia de las
aneuploidias, el riesgo de estas alteraciones no esta relacionado ni con la edad materna
ni con el resultado del cribado combinado, por lo que puede ser dificil detectar fetos con
CNVs.BY De esta manera, la deteccién de cff ADN en sangre materna se presenta como
una herramienta prometedora para su cribado. No obstante, la posibilidad de detectar
CNVs mediante TFNI, no implica que deba incluirse necesariamente de manera
sistematica en el cribado prenatal. Una de las principales preocupaciones es definir para
qué sindromes se debe ofrecer el cribado prenatal no invasivo, para ello se han llevado a
cabo distintos estudios de validacion (Tabla 9).

Liu et al.*Y evaluaron la tasa de deteccion de CNVs y las clasificaron en dos
grupos dependiendo del nimero de pares de bases de cada anomalia (CNVs >10Mb y
CNVs <10Mb). La prueba mostré que los CNVs con menos pares de bases conllevan
una disminucién en la tasa de deteccion ya que aumentan los falsos negativos (tabla 8).
Ademas, debemos tener en cuenta que los valores en la practica clinica podrian ser
diferentes, ya que las muestras para este estudio procedian de grupos seleccionados y la
tasa de incidencia no representaba la de una poblacién con embarazo normal.

Tabla 8. Rendimiento de cff ADN para deteccién de CNVs seglin su tamafio 1*2

CNV> 10Mb CNV< 10Mb Total CNVs
Sensibilidad 88.89% 72.73% 84.21%
Especificidad 99.32% 99.09% 08.42%

Otros estudiost®***34®! han intentado evaluar la capacidad diagnéstica de la
prueba para los 5 CNVs que se incluyen mas frecuentemente en las pruebas de cribado
que ofrecen los laboratorios. Helgeson et al.*? analiz6 en el afio 2015 més de 175.000
muestras de plasma materno y establecié un valor predictivo positivo alto (60-100%)
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con una tasa global de falsos positivos de 0,0017%. Sin embargo, estos datos contrastan
con estudios mas recientes como Martin et al.*¥] que en 2018 establecié un valor
predictivo positivo de 38,7% % y una tasa de falsos positivos del 0,07% .

Tabla 9. VPP de cuatro microdelecciones basadas en datos publicados
Helgeson etal.®?  Sahoo et al.** Gross et al.™ Martin et al."**

Método de WGS : SNP SNP
analisis

CDC 67% 17% - 66,7%
PWS/AS 100% 100% - 9,0%

DGS 97% 29% 18% 44.2%
del.1p36 60% 25% - 50,0%

CDC: Sindrome de Cri-du-chat (5p); DGS: Sindrome de DiGeorge (22911.2); PWS/AS: sindrome de
Prader-Willi/sindrome Angelman (15q11.2-q13.1); VPP: valor predictivo positivo.

Estos VPP suponen altas tasas de falsos positivos, por lo que ante la existencia
de falsos positivos es necesaria una confirmacion del resultado mediante el diagndstico
invasivo.®! Ademés, un resultado negativo de la prueba tampoco puede descartar
totalmente la posibilidad de una CNV ya que el cff ADN posee una tasa alta de falsos
negativos.®Y Incluso obteniendo una sensibilidad y especificidad muy altas de la
prueba, con la prevalencia tan baja de cada uno de los sindromes, se limita mucho el
valor predictivo positivo que mide la eficacia real de la prueba.

De esta manera, ampliar el analisis del ADN fetal para la deteccion de
microdeleciones  podria revertir el descenso del numero de pruebas invasivas
conseguido hasta el momento. Por esta razon, la mayoria de las guias de las
organizaciones profesionales no apoyan el NIPT para el cribado de CNVs en la
poblacién general. En el caso de que esta prueba se ofreciera en la préctica clinica para
los CNVs, dado el bajo valor predictivo positivo de la prueba, es fundamental el
consejo pre-test para que los progenitores comprendan las implicaciones de los
resultados de la prueba y puedan tomar decisiones de manera autbnoma.

6.1.3. Determinacion de Enfermedades Monogénicas

Las enfermedades monogénicas se producen como resultado de cambios en la
secuencia de un locus de un solo gen y dan como resultado diversas enfermedades que
se manifiestan a través de patrones de herencia predecibles: dominante, recesiva o
ligada al cromosoma X. Representan una proporcion mas significativa de enfermedades
genéticas en comparacién con las anomalias cromosémicas. Los Gltimos datos sugieren
que los trastornos monogénicos graves pueden afectar entre el 0,1% y el 0,4% de todos
los embarazos.*®!

La deteccion de cff ADN para el diagnostico de los trastornos monogenicos es
una tecnologia en evolucion ya que, hasta hace poco tiempo, su utilizacién estaba
limitada a la deteccion de mutaciones heredadas del padre, ya que la tecnologia no era
capaz de diferenciar el ADN libre materno del ADN fetal portador de mutaciones
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maternas. Sin embargo, con la aparicion de técnicas como la secuenciacién masiva se
han conseguido expandir el diagnostico prenatal no invasivo a condiciones heredadas de
la madre.

Tabla 10. Prevalencia de enfermedades monogénicas cuyo diagndstico esta siendo

estudiando mediante la determinacion del ADN libre fetal en sangre materna.

- Acondroplasia 1:25.000
Trastornos - Displasia tanatoforica 1:20.000 - 50.000
autosomicos - Sindrome de Apert 1:100.000 - 160.000
dominantes . Distrofia miotdnica 1:20.000
- Enfermedad de Huntington 1:10.000-20.000
- Fibrosis quistica 1: 8.000 -10.000
- Hiperplasia adrenal congénita 1:5.000 - 15.000
Trastornos - Anemia de células falciformes 1:5.000
autosdmicos - B-talasemia 1:100.000
recesivos - Atrofia muscular espinal 1:30.000
- Enfermedad de Gaucher 1:60.000
- Enfermedad de Wilson 1:25.000
Trastornos - Hemofilia 1:12.000
ligados a - Distrofia muscular de Duchenne 1:3.300
cromosoma X . Dijstrofia muscular de Becker 1:18.000-31.000
Datos obtenidos de Orphanet.*’!

En este contexto, se dan diversos casos:

% La deteccion de enfermedades con herencia autosémica dominante que ocurren de

L)

X/

novo o son de herencia paterna fue el primer éxito del diagndstico prenatal no
invasivo. Como la mutacion no se encuentra en el genoma materno, si se identifica el
alelo paterno o la nueva mutacion en la sangre materna se confirmaria el diagndstico
definitivo en el feto. ["

» En esta misma linea, se utilizd para la deteccion del alelo paterno mutado en

enfermedades de herencia autosomica recesiva cuando ambos progenitores eran
portadores de la enfermedad pero presentaban mutaciones distintas en el mismo gen.
La ausencia de esta mutacion confirmaba un portador no afecto de la enfermedad o un
feto normal. Este método fue utilizado para identificar mutaciones de fibrosis quistica
o la B-talasemia. El problema surgia cuando la mutacion paterna estaba presente ya
que no se podia diferenciar si se trataba de un feto afecto o portador, en ese caso se
requiere una prueba invasiva para determinar la herencia del alelo materno.[”

» Las limitaciones del analisis del cff ADN eran mas notables en enfermedades

autosémicas recesivas cuando ambos progenitores presentan la misma mutacion o en
condiciones de mutacién ligada al cromosoma X ya que requieren la determinacion
del alelo materno. Esto es complicado debido a los altos niveles de alelos maternos
circulante en el plasma de la madre (alelo materno en el ADN libre materno y alelo
materno en el ADN libre fetal). Para su determinacion requiere la evaluacion de las
cantidades relativas de los alelos. Esto puede lograrse mediante el uso de la dosis
relativa de la mutacion o relative mutation dosage (RMD) que establece la proporcion
entre gen mutado y gen normal. Cuando los genotipos en el feto y la madre coinciden
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se observaron niveles aumentados del alelo mutado lo que implica un genotipo fetal
homocigoto para la mutacién. B°!

Analisis basados en haplotipos

Un ndmero cada vez mayor de investigaciones utilizan un analisis basado en
haplotipos para determinar la herencia de la mutacion. Un haplotipo es una combinacion
de alelos de un cromosoma que se transmiten juntos genéticamente. A diferencia del
RMD que cuantifica la relacion entre el gen mutado y el gen normal, el analisis de
haplotipo relativo (RHDO) cuantifica la relacion entre dos haplotipos en el plasma
materno. Esto significa que, en lugar de probar la mutacion especifica, el analisis busca
el haplotipo vinculado a la mutacion. La dilucidacion del haplotipo fetal se realiza en
etapas sucesivas: la primera etapa es averiguar los haplotipos que se heredaron del padre
y de la madre y luego se cuantifica la relacion que existe en plasma de estos haplotipos.
Los resultados de esta técnica han demostrado ser superiores a la de RMD. Su principal
ventaja es que el analisis no esta restringido por el tipo de mutacion y, como se requiere
menos secuenciacion, es mas asequible.*8! Con este método distintos estudios han
logrado diagnosticar la atrofia muscular espinal, hiperplasia adrenal congénita o la
enfermedad de Gaucher.

HERENCIA AUTOSOMICA RECESIVA

A Paternalinheritance—category 3 SNPs B Maternalinheritance - category 4 SNPs
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Figura 5. Cuantificacion del haplotipo relativo. (A) En el caso de que la mutacién se encuentre en el
haplotipo paterno y el feto herede este haplotipo, en el torrente sanguineo aparecera ese haplotipo que no
existe en el ADN materno. (B) En cambio, cuando el haplotipo de la mutacién es heredado de la madre,
en el plasma sanguineo encontraremos dicho haplotipo en una frecuencia mayor. %}

La cuantificacion del haplotipo también ha sido utilizada para determinar
trastornos ligados al cromosoma X como la distrofia miotonica de Duchenne y la
distrofia muscular de Becker para los que no se necesita el conocimiento del haplotipo
paterno ya que si el padre tiene la mutacion padecera la enfermedad.
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HERENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X
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Figura 6. Cuantificacion del haplotipo relativo. Se determinan los haplotipos maternos localizando cuél
estd mutado. En la cuantificacion en sangre materna de los haplotipos, si el haplotipo mutado se
encuentra en mayor cantidad que el haplotipo normal concluye con que el feto se encuentra afecto. %

6.1.4. Sindrome De X Fragil

A dia de hoy, la causa mas frecuente de discapacidad intelectual hereditaria es el
sindrome de X frégil (SXF), por lo que una prueba de cribado prenatal no invasiva es
interesante para detectar este trastorno durante el embarazo. Afecta a 1 de cada 4.000
varones y a 1 de cada 6000 mujeres.”*! Se transmite ligado al cromosoma X, aunque no
sigue las leyes de herencia mendeliana. Estd causado por una expansion de
repeticiones de trinucledtidos de citosina-guanina-guanina (CGG) que conlleva una
alteracion del gen FMR1. La mutacién completa se establece cuando hay mas de 200
repeticiones de CGG, pero existen un estado de pre-mutacion (55 y 200 repeticiones) en
el que los pacientes no manifiestan el SXF pero pueden transmitir la mutacion a sus
descendientes.

Mormal Premutation Full Mutation

(CGG), e (CGG) L

55 & ns 200

i{":ﬂ_ﬁ ;:{/:m:—;fé ;‘r“;":-:::::_ﬁ

Figura 7. Repeticiones CCG. En individuos no afectos, la repeticion varia de 5 a 55, la
repeticion de premutacion es de 55-200 y mutacion completa tiene mas de 200 repeticiones.
Adaptado de Willemsen et al. *!

Las mutaciones completas Unicamente se heredan por via materna porque sélo
las mujeres pueden expandir la repeticion de CGG de estado de premutacién a mutacion
completa y es importante destacar que no existen casos esporadicos, siempre que hay un
nifio afecto, la madre es portadora obligada.[*) Un estudio sobre prevalencia en Estados
Unidos, informé de una frecuencia de estado de portador (mas de 54 repeticiones del
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trinucledtido CGG) de 1 cada 86 individuos para aquellos con antecedentes familiares
de discapacidad intelectual, mientras que para mujeres sin factores de riesgo se
estableci6 en 1 en 257. [*!

Sin embargo, a pesar de que los avances del TFNI en la deteccion de
enfermedades monogénicas, existen ciertos problemas técnicos como la gran
fragmentacion del cff ADN que dificulta la deteccion de algunas mutaciones como las
expansiones de trinucledtidos causantes del sindrome de X fragil. Esta limitacion,
complica, por tanto, su cribado prenatal. B

Actualmente, el American College of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG)™! recomienda el diagnéstico preconcepcional del estado de portador del
sindrome de X fragil para aquellas mujeres con antecedentes familiares de sindrome de
X fragil o de discapacidad intelectual sugestiva de SXF o de insuficiencia ovarica
inexplicable antes de los 40 afios. Todos los pacientes a los que se haya identificado la
premutacion o resultados intermedios deben recibir asesoramiento genético para
analizar el riesgo para su descendencia de heredar un alelo X con la mutacion completa.
Ademas, ACOG también recomienda que se ofrezcan prueba a todas las mujeres que
soliciten un examen de portador X fragil después de recibir un apropiado asesoramiento
genético.

En cuanto al diagnostico prenatal, el ACOG recomienda directamente el
analisis de ADN fetal obtenido de pruebas invasivas (amniocentesis o biopsia corial) a
los portadores conocidos de la premutacion o de la mutacién completa para determinar
de manera fiable el nimero de repeticiones de tripletes. Recomienda también realizar el
cribado de estado de portador a aquellos progenitores con antecedentes de SXF que no
se hayan realizado un diagnostico preconcepcional Todavia es controvertido ofrecer el
cribado universal a todas las embarazadas.!*!

6.1.5. Secuenciacion del exoma fetal para el diagnostico genético

En un 2-3% de los embarazos, se identifican anomalias fetales estructurales en la
ecografia; pero, en la mayoria de los casos no se consigue identificar cual es el trastorno
genético especifico que los causa. Por lo que algunos estudios proponen para estos casos
secuenciar el exoma completo (WES) con el objetivo de mejorar el diagndstico prenatal
ya que se estima que el 85% de las mutaciones que causan enfermedades se localizan en
esta porcion del ADN. 18! Con esta premisa, diferentes investigaciones han conseguido
establecer diversos diagndsticos en fetos con anomalias en la ecografia tales como
enfermedad de Milroy, hipofosfatasia o el sindrome de Freeman-Sheldon, entre otros.=®!

Por un lado, la secuenciacion del exoma durante el periodo prenatal puede
suponer una serie de ventajas: establecer un diagndéstico definitivo permite abordar la
enfermedad con mas informacion tanto en el embarazo como en los cuidados
postnatales. También puede facilitar la utilizacion de tratamientos dirigidos
intradtero como se ha llevado a cabo en casos de osteogénesis imperfecta.l*”! Ademas,
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puede tener implicaciones para futuros embarazos ya que se podria realizar un
diagndstico preimplantacional. 1°!

Por otro lado, presenta una serie de desventajas ya que con la secuenciacion del
exoma completo se pueden identificar defectos genéticos no relacionados con el
fenotipo ecogréafico fetal. Ademas de que ofrece una cobertura incompleta del
genoma, lo que limita la deteccion Unicamente al exoma pudiendo comprometer la
interpretacion de los resultados.

Por todo ello, en la practica clinica de rutina, la American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) solo recomienda esta técnica en el diagnostico
prenatal cuando por la historia familiar o el fenotipo ecografico se sospecha de un
trastorno genético y las pruebas genéticas dirigidas no estan disponibles 0 no han
establecido un diagnostico definitivo. Los expertos también sugieren realizar
secuenciacion de genes diana cuando se sospecha de un sindrome especifico.®!

6.2. COMPLICACIONES ASOCIADAS CON EL EMBARAZO

6.2.1. Preeclampsia
Hasta la fecha, no se ha establecido un pardmetro definitivo para la prediccion

del desarrollo de la preeclampsia, por lo que algunas investigaciones se centraron en la
deteccidon de ADN fetal en sangre materna. En 1999, Lo et al. observo que las gestantes
que padecian preeclampsia poseian niveles mayores de cff ADN en plasma materno en
comparacion con aquellas que no lo desarrollaban. Ademas, estos niveles parecian
incrementarse antes del inicio de los sintomas de la enfermedad. En 2009, lllanes et
al.”! asociaron los niveles aumentados cff ADN al comienzo del embarazo con un
mayor riesgo de desarrollar preeclampsia y restriccion del crecimiento intrauterino.

P=0.481

Como el ADN libre fetal es dificil de
cuantificar por su baja concentracion en sangre
materna, Rafaeli-Yehuda et al.*® decidieron
estudiar los cambios en el ADN libre total
(materno y fetal conjuntamente) en gestantes
con preeclampsia y con trastornos de restriccion
en el crecimiento fetal. Observaron que la
mediana de las concentraciones de ADN total en
suero materno era mayor en gestantes con

3000+
P=0.004 P=0.024

2000+

1000+

Total maternal serum free cell DNA (ng/mL)

Normal Pregnancy Preeclampsia

preeclampsia que en embarazos normales o con

IUGR

restriccion del crecimiento fetal. (Figura 8).
Por otro lado, Mufioz-Hernandez et | estudio.

Figura 8. Concentracién mediana de ADN libre total
(materno %/ fetal) medido en suero de los grupos a

al.’Y cuantificaron tanto el ADN total (cf ADN) como el ADN fetal libre (cff ADN) en
suero materno y lo compararon con el grado de severidad de la enfermedad. Observaron
una relacion gradual entre los niveles de ambos marcadores y el rango de gravedad de la
preeclampsia. Sin embargo, solo los valores de cf ADN total pudieron diferenciar entre
la preeclampsia grave y el sindrome de HELLP. (Figura 9)
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Figura 9. (A) Medicion de ADN total materno en suero. (B) Medicion de ADN libre fetal en
suero materno en el grupo control (control), preeclampsia leve (mild PE), preeclampsia grave
(severe PE) y sindrome de HELLP (HELLP) comparados por medianas.
A B
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Por otra parte, paradéjicamente, Rolnik et al.®? establecié una relacion inversa
entre la preeclampsia y la fraccion fetal de ADN en el plasma materno, es decir, en
gestantes con preeclampsia cuantificaron una fraccion fetal inferior con respecto al
grupo control. Estos resultados, aparentemente discrepantes (baja fraccion fetal y un
incremento de las cantidades absolutas de cff ADN), pueden deberse a un aumento
menos pronunciado del ADN libre fetal en comparacion con el ADN libre materno, con
la consiguiente reduccion de la fraccion fetal.[*”

Ademas, en otra investigacion, Rolnik et al.’® comparé los niveles de fraccion
fetal con los marcadores utilizados hasta el momento para cribar la preeclampsia en el
primer trimestre. Constatd que bajos niveles de fraccidn fetal se asociaban con una
mayor presion arterial media y una mayor pulsatibilidad de la arteria uterina, por tanto
mayor riesgo de preeclampsia. Mientras que hall6 una correlacion positiva entre
fraccion fetal y la PAPP-A y el factor de crecimiento placentario. Por lo que concluy6
que la fraccién fetal baja se relaciona con un mayor riesgo de complicaciones del
embarazo, pero su capacidad como marcador independiente requeria mas
investigacion.®®!

Por Gltimo, en un reciente metaanalisis de 2017, Contro et al.*¥ analizaron la
utilidad del andlisis de cff ADN para predecir el desarrollo de preeclampsia. Dividi6 los
estudios en dos subgrupos: lo que analizaban so6lo la preeclampsia precoz (antes de la
semana 34 de gestacion) y los que estudiaban ‘cualquier preeclampsia’ ya fuera precoz
o tardia. De esta manera hall6 la tasa de falsos positivos que fue del 10% para ambos
grupos y la sensibilidad de la prueba para cada grupo (Tabla 11).

Tabla 11. Sensibilidad estimada de la deteccién de ADN fetal libre para la prediccién de

preeclampsia para una tasa de falsos positivos del 10%%6*5

Preeclampsia precoz ‘Cualquier preeclampsia’
Semanas de gestacion* Sensibilidad Sensibilidad
11-14 semanas 18% 27,1%
17-28 semanas 68,8% 37,0%
* Semanas de gestacion en la que se extrajo la muestra sanguinea materna
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Segun estos datos, parece que en la actualidad el cff DNA no se podria usar como
herramienta de prediccion para la preeclampsia, ya que la sensibilidad es demasiado
baja para ser clinicamente significativa.

6.2.2. Restriccion Del Crecimiento Intrauterino

Varias causas se han atribuido al desarrollo de RCIU, pero la disfuncién placentaria se
considera como una de las mas importantes, por ello se ha estudiado su asociacion con
niveles de cff ADN medidos en sangre materna. Sin embargo, los trabajos que estudian
esta relacion son mas limitados que en el caso de la preeclampsia. En 2009, Al Nakib et
al.®® mostraron que lo niveles de cff ADN eran significativamente superiores en
embarazos complicados por RCIU con respecto a los embarazos normales.

Sin embargo, estos resultados contrastan con la investigacion de Rafaeli-
Yehudai et al.® en la que cuantificaron los

niveles de ADN total libre (fetal y materno) P=0.508
en sangre materna en gestantes con RCIU y
no establecieron diferencias entre el grupo
control y el grupo de gestantes que
desarroll6 RCIU (Figura 8), incluso tampoco
se llegd a encontrar diferencias cuando
Unicamente se analizaron fetos por debajo
del percentil 5 o con alteracion del Doppler
(figura 10).

3000

2000+

v E
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Por otra parte, Rolnik et al.®®, al Normal Pregnancy . 4/or abnormal Doppler

. ) , N=39 _
igual que en la preeclampsia, constaté que la N=1d

Total maternal serum free cell DNA (ng/mL)
.

., Figura 10. Concentraciones medianas de ADN libre total
fraccion fetal de ADN en sangre materna era | en gestantes con embarazo normal y gestantes con

inversa al riesgo de padecer RCIU. Es decir, | RCIU< percentil 5/anomalias en el doppler.™

una fraccion fetal baja se relacionaba con un aumento del riesgo de padecer un
embarazo complicado por restriccion del crecimiento fetal antes de la semana 37.

6.2.3. Parto Pretérmino

Actualmente, el riesgo de sufrir un parto prematuro se determina en la semana
11-13 de gestacion mediante la combinacién de distintos factores como caracteristicas
maternas, historia obstétrica, longitud del cuello uterino y la concentracion de a-
fetoproteina en suero. Estos marcadores presentan una tasa de deteccion del 36-55%. 7

En 1998, Leung et al. °® demostré altas concentraciones de cff ADN en sangre
de gestantes que tuvieron un parto pretérmino, por lo que posteriormente, varios
estudios investigaron su utilidad como marcador de este trastorno.

De esta manera, Quezada et al.?”! no observé diferencias significativas entre los
niveles de cff ADN medidos en plasma materno en las semanas 11- 13 de gestacion,
entre los diferentes grupos estudiados (parto pretérmino espontaneo de <34 semanas,
34-37 semanas, <37 semanas y embarazos con parto a téermino). Por lo que concluyé
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que los niveles de ADN fetal medidos en el primer trimestre no predicen el parto
pretérmino y que el aumento observado de los niveles de cff ADN en los trabajos
previos parecian ser parte del proceso que inicia el trabajo de parto.

La cuantificacion de cff ADN en momentos méas avanzados de la gestacion ha
proporcionado otras hip6tesis. Dugoff et al.®® compararon la fraccion fetal de gestantes
durante las semana 11-14 de gestacion y durante las semanas 14-20. Unicamente en el
segundo grupo observd una asociacion significativa entre las concentraciones de cff
ADN vy la probabilidad de desarrollar un parto pretérmino. Ademas, calcularon la
sensibilidad y la especificidad de esta prueba en aquellas pacientes que presentaban una
fraccion fetal por encima del percentil 95. (Tabla 12)

Sensibilidad Especificidad
Parto pretérmino <34 semanas 33,3% (11,8 -61,6) 95,8 (92,9 -97,8)
Parto pretérmino <37 semanas 15,6 % (5,3 — 32,8) 95,6 (92,5 —97,6)

6.3. APLICACIONES EN ONCOLOGIA GINECOLOGICA

6.3.1. CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres occidentales y representa
una agrupacion heterogénea de enfermedades con diferentes caracteristicas y resultados
clinicos. La deteccién de ADN tumoral circulante (ct ADN) no ha sido implementada de
manera rutinaria en la practica clinica del cancer de mama, pero parece ser enfoque
prometedor para medicina personalizada.

6.3.1.1. Cribado y diagnéstico

En las etapas iniciales de la enfermedad, como el tumor esta limitado a la mama,
los niveles de ctADN en sangre estan presentes en bajas concentraciones, por lo que su
deteccidn es dificil. Ademas, es probable que la biopsia del tumor solido siga siendo la
primera opcion prioritaria para el analisis del tumor en fases tempranas del cancer ya
que el tejido mamario, a menudo, es accesible a las biopsias percutaneas.
Beaver et al. ®¥ estudiaron el ctADN en fases tempranas del cancer de mama mediante
la deteccidn del gen de PIK3CA que muta con frecuencia en esta enfermedad y se
estimd una concordancia del 93% en pacientes que previamente se habia localizado
dicha mutacion en la masa tumoral. Del mismo modo, Bidard et al.®® estudiaron Ia
mutacion en TP53, a menudo relacionada con los canceres BRCAL. Concluyé que la
mutacion podria ser utilizada como prueba diagndstica para pacientes con cancer de
mama con BRCAL mutado y también para determinar la recaida del cancer (mutacion
de TP53 idéntica) o se trata de un nuevo cancer relacionado (mutacion de TP53
diferente).
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La prueba de deteccion de ctADN se ha sugerido utilizarla en individuos con
alto riesgo de desarrollar cancer como podria ser pacientes con BRCA mutado o con
genes relacionados con el sindrome de Lynch. Aunque no se han realizado
investigaciones especificas con este tipo de pacientes, Kammesheidt et al.® estudi¢ el
CtADN, con un panel de 96 mutaciones, en 1059 individuos considerados de alto riesgo
de padecer diferentes canceres (entre ellos mutacién en BRCA o con predisposicion al
sindrome de Lynch). Sin embargo, sus resultados mostraron una alta tasa de falsos
positivos limitando el valor de ctADN en la deteccion precoz.
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Figura 11. La biopsia de la masa tumoral no siempre es factible por lo que se esta estudiando el uso de la biopsia liquida que
consiste en la deteccion de ADN tumoral en la sangre del paciente. Se trata de un procedimiento no invasivo, que reproduce
fielmente la heterogenicidad del tumor y, si fuera necesario, es facil de repetir por lo que permite la monitorizacién de la enfermedad
en tiempo real. Se ha estudiado su uso en el cribado, en el diagnéstico y estadiaje, en la monitorizacién de la respuesta al tratamiento
y para determinar los mecanismos de resistencia del tumor. 62

6.3.1.2. Monitorizacién de la respuesta al tratamiento

Como indicador de enfermedad residual
tras cirugia curativa, fue estudiado por Garcia-
quienes detectaron una

Murillas et al.

[64]

Adquvant Follow up

mutacién en la masa tumoral en al menos el 78%
de los pacientes y, posteriormente fue rastreada en
el plasma en momentos distintos
enfermedad: al inicio del estudio, después de la
cirugia y a los 6 meses de seguimiento. Al inicio
del estudio, esta mutacién se detectd en el 69% de
las muestras de plasma y se volvié a detectar al
cabo de 13,6 meses de mediana tras la operacion
indicando enfermedad residual tras el tratamiento.
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Figura 12. Papel del ADN tumoral circulante (ctDNA)
Deteccion de enfermedad

en cancer de mama:
residual [

En la enfermedad metastasica, la concentracion de ctADN tiende a ser mayor
que en etapas incipientes del cancer, lo que facilita su deteccion. De esta manera, se ha
investigado para detectar metastasis antes de la aparicion de sintomas clinicos o
imagenes. Beaver et al.*¥ detectd en plasma reordenamientos cromosémicos 11 meses

antes de la aparicion clinica de la metastasis.
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El analisis de ctADN permite identificar la heterogenicidad molecular en las
metéstasis, importante para evaluar con precision terapias dirigidas. En este contexto,
es de interés el cancer de mama triple negativo ya que no tiene dianas terapéuticas
definidas. En estos pacientes, se han intentado identificar objetivos que se puedan
rastrear mediante ctADN como por ejemplo el receptor de factor de crecimiento
fibroblastico (FGFR) que participa en la regulacion de la supervivencia celular,
proliferacion, migracion y diferenciacion. Estas mutaciones son raras (<1%), pero se ha
observado que en tumores triple negativos son mas comunes, por lo que actualmente, se
estan estudiando la eficacia de farmacos inhibidores de FGFR. [*°!

Ademas, se estan intentando reconocer en CtADN | . 4_
alteraciones responsables de la progresion y resistencia del i
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PIK3CA muiation
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«'l.,_k_" ERBB2 amplification

cancer como HER2 y HER3 o de la via de sefializacion
PI3K/ AKT/mTOR que puedan ser objeto de dianas
terapéuticas y sirvan de guias de terapia personalizada
(figura 13). 1
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Actualmente, el prondstico se estima mediante | circylante (CtDNA) en cancer de mama:

pruebas de imagen y determinacién de antigenos contra el [ Estratifiacién genémica de los pacientes.*”

cancer (por ejemplo, el CA 15-3); sin embargo, su sensibilidad se estima solo en un 60-
70%.11" Por ello, Bidard et al.’®! decidié el valor pronéstico de ctADN utilizando la
mutacion de TP53 como marcador pero no encontrd correlacion entre los niveles de
CtADN vy la supervivencia general.

6.3.2. CANCER DE OVARIO

Segln la OMS, el cancer de ovario es el séptimo mas comun del mundo y la
quinta causa mas frecuente de muerte por cancer en mujeres.” Esto es debido a la
ausencia de sintomas especificos y a la falta de métodos eficaces de deteccion, la
mayoria se diagnostican en una etapa avanzada en las que la quimioterapia y la cirugia
no son curativas. Por ello se decidid estudiar las aplicaciones potenciales del ADN
circulante tumoral en este campo.

6.3.2.1. Cribado y diagnéstico.

Se han propuesto y estudiado distintas alteraciones genémicas del ADN tumoral
circulante para establecer el diagnostico del cancer de ovario.

% En primer lugar, se evaluaron los niveles totales de ADN libre, es decir se
cuantificd conjuntamente los niveles de ADN libre normal y del ADN tumoral
circulante. Encontraron niveles significativamente superiores en pacientes con
cancer de ovario en comparacion con pacientes sanas o con enfermedades ovaricas
benignas.®® EI meta-analisis de 2016 de Zhou et al. *® analizaron datos de nueve
estudios para evaluar el uso de ADN libre total (cf ADN) como biomarcador para el
diagnostico de cancer de ovario. Determinaron una sensibilidad y una especificidad
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de 70% y 90% respectivamente lo que muestra que la precision diagnostica de la
prueba tiene una sensibilidad insatisfactoria pero una especificidad aceptable.
Ademas, al evaluar la correlacion entre los niveles totales de cf ADN y las
caracteristicas clinico-patoldgicas, se comprobd que los pacientes con tumores en
estadio I-1l presentaban niveles méas bajos de cf ADN en comparacion con los
pacientes en estadios méas avanzados."®”

Més adelante, se investigaron alteraciones especificas del tumor en el plasma. Por
ejemplo, se encontraron mutaciones de TP53 detectables en plasma y se comprobé
que la tasa de deteccion de esta mutacion aumentaba en los pacientes con
enfermedad avanzada y se volvia indetectable en pacientes tras cirugia, por lo que
obtuvieron una tasa de concordancia entre el tumor y el ADN plasmético.™
También se identificaron alteraciones en el reordenamiento de los cromosomas o
la inestabilidad cromosémica Recientemente, Vanderstichele et al.*”! observaron
que en pacientes con cancer de ovario la inestabilidad cromosdmica detecta por
métodos WGS era significativamente superior que en pacientes sanas 0 con
enfermedad benigna con una sensibilidad y especificidad mayor que el marcador
tumoral CA 125.7]

También se ha propuesto el uso de alteraciones epigenéticas para detectar ctADN
como la hipermetilacién de algunas secuencias sugiere tener también una
especificidad del tumor.k

6.3.2.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento

Aunque el cancer de ovario es sensible a la quimioterapia y muchas pacientes

responden al tratamiento inicial, la mayoria desarrollan recurrencia de la enfermedad. El
principal factor de recurrencia es por la aparicion de resistencias en las células
tumorales por lo que el ctADN puede desempefiar un papel relevante en la
monitorizacién del cancer !

7
°e

Por un lado, la cuantificacién de los niveles totales de ADN libre (cf ADN)
revelaban la respuesta al tratamiento. Aungue al principio se constatd un aumento
inicial de la concentracion de ADN libre relacionada con la apoptosis de las células
tumorales, posteriormente se constatdé un descenso de los niveles de cf ADN: en el
tercer dia post-tratamiento eran un 20% mas bajos y un 83% en el décimo dia.™
También se examinaron mutaciones especificas del tumor para valorar la respuesta
al tratamiento. Por ejemplo, se ha asociado la reversion de mutaciones de BRCA1
y BRCAZ2 con la resistencia a tratamiento con quimioterapia. Por lo que Weigelt et
al.’® estudiaron esta reversién en pacientes con cancer de ovario resistentes al
platino. En el 21% de ellas, identifico en el analisis del ADN tumoral circulante una
reversion de las mutaciones de BRCAL y 2 lo que permitio cambiar el tratamiento
en estas pacientes y administrarles otro de acuerdo con su perfil molecular.

6.3.2.3. Pronéstico.
Teniendo en cuenta Unicamente la cuantificacion de los niveles totales de ADN libre.

Se objetivo que aquellas pacientes con cancer de ovario que presentaban niveles
més altos de cf ADN antes de la cirugia, presentaban una supervivencia media
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inferior y un riesgo de muerte 2.38 superior en comparacion con las mujeres con
concentraciones menores de cf ADN. !

= En cuanto a las pacientes que recibieron quimioterapia, niveles mas altos de cf ADN
antes del tratamiento se asociaron con un alto riesgo de recaida de la enfermedad y
de metastasis. Ademas, después de la quimioterapia, los niveles mas altos también
se asociaron con un mayor riesgo de progresion de la enfermedad y una
supervivencia a los cinco afios menor.!

Las investigaciones que estudiaron alteraciones especificas del tumor detectaron que:

= Un menor nimero de copias del gen RAB25 antes de la cirugia se asociaba con un
mayor riesgo de muerte por cancer de ovario.®”

» La deteccion de mutaciones TP53 o KRAS en plasma, se relacionaba con una
disminucion de la supervivencia. En pacientes con la mutacion la supervivencia
media era de 21-28 meses, mientras que las pacientes en las que no se detectd en
plasma la mutacion, presentaban una supervivencia media de 54-58 meses.®”!

Por lo que los niveles indetectables de mutaciones especificas en muestras de suero
obtenidas después de la quimioterapia se asociaron con una mayor supervivencia libre
de progresion del tumor.©”!

6.3.3. CANCER DE ENDOMETRIO

Segun la SEGO, el cancer de endometrio es el tumor maligno mas frecuente del
tracto genital femenino en Espafia y el segundo en mortalidad, tras el cancer de ovario.
Se han llevado a cabo muy pocos estudios que evallen el contenido y utilidad del ADN
libre tumoral (ct ADN) en el cancer de endometrio

6.3.3.1. Cribado y diagndstico

Se descubri6 que las concentraciones totales de ADN libre tendian a ser
mayores en pacientes con cancer de endometrio con respecto a personas sanas o
pacientes con patologias benignas. Pero no se hall6 correlacion con el estadio o con el
grado histolégicol”™ Mientras que otro grupo de investigacion  afirmé que la
cuantificacion de los niveles de cf ADN no era util para el cribado de este tipo de
cancer, pero sugirié que los cambios en los niveles de ADN libre tumoral en un paciente
determinado antes y después de la cirugia, o del tratamiento farmacol6gico, podia ser un
marcador pronéstico.[’”

Cicchillitti et al. ™ evaluaron el contenido de ADN libre total (cf ADN) en 59
mujeres con cancer de endometrio. En primer lugar, detectaron concentraciones
mayores de cf ADN en pacientes con hiperplasia atipica de endometrio y con cancer de
endometrio en comparacion con el grupo control de pacientes sanas o con patologia
benigna de endometrio. Ademas, estos niveles aumentaban significativamente en
canceres de grado 2 y 3 con respecto a los tumores de grado 1. No obstante, a través de
este analisis, no se encontrd ninguna asociacion entre concentraciones especificas de cf
ADN y la etapa concreta del cancer de cada paciente. (Figura 14)
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Figura 14. (A) Comparacion de los niveles de cf ADN entre voluntarios sanos, pacientes con
hiperplasia atipica y con cancer de endometrio G1, G2 y G3. (B) Media de los niveles
detectados en plasma de cf ADN segn el estadio de cancer de endometrio.["!

Estos niveles fueron comparados con caracteristicas clinicas de las pacientes
como el indice de masa corporal y la hipertension. Se detecté un aumento significativo
de la cantidad total de cf ADN en pacientes con un IMC >30, sin embargo esta elevacion
no se correlaciond con el grado o estadio del cancer. En cambio, si que se detect6 un
aumento significativo de cf ADN en pacientes hipertensas con grado 2 y 3 del cancer, lo
que sugiere una correlacién entre los niveles de cf ADN y la hipertension en canceres de
endometrio mas agresivos.!™!
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Figura 15. (A) Asociacion entre los niveles de cf ADN y el indice de masa corporal <30y >30.
(B) Correlacion entre los niveles de cf ADN en plasma en pacientes hipertensos y no
hipertensos segun el grado de cancer de endometrio (G1, G2, G3).l'!

En cuanto a la deteccidn de alteraciones especificas del ct ADN endometrial.
Un estudio pionero disefid una investigacion para determinar si mutaciones asociadas al
cancer de endometrio podrian ser detectadas en el ADN libre de estas pacientes.
Establecieron que aproximadamente el 90% de los carcinomas endometrioides tienen al
menos una mutacion en los genes CTNNB1, KRAS, PTEN o PIK3CA y comprobaron
que la presencia estas mutaciones en plasma se asociaba con fases avanzadas del cancer,
invasion miometrial profunda, linfatica o vascular. Sin embargo, son necesarios estudios
complementarios para establecer esta prueba como rutina en la practica clinica.[’”
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6.3.3.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento

Pereira et al. "] identificaron mutaciones especificas del tumor de cada paciente.
Asi establecieron biomarcadores personalizados para cada paciente que fueron
determinados y cuantificados en el plasma del paciente con la deteccion de ctADN. De
esta manera, consiguieron demostrar la presencia de tumor residual tras tratamiento y
consiguieron predecir la respuesta al tratamiento de una manera mas dinamica que los
estudios de imagen o los marcadores tumorales utilizados actualmente.

6.3.3.3. Prondstico

Pereira et al.”® también establecieron que el ctADN podia ser un factor predictor
independiente tanto de la progresion libre de enfermedad como de la supervivencia
general de los pacientes. Al igual que Cicchilliti et al.™ que concluyeron que la
evaluacion de los niveles de totales de cf ADN en suero obtenidos antes del tratamiento
quirdrgico pueden ayudar a establecer el pronostico del cancer de endometrio.

6.3.4. CANCER DE CERVIX

A pesar de los grandes avances en la deteccion precoz, el cancer de cérvix es la
cuarta causa de muerte relacionada con cancer en mujeres y se estima que la tasa de
supervivencia a los 5 afos es de aproximadamente el 70%. Dado que las pruebas de
Papanicolaou y deteccion del VPH son muy poco sensibles para detectar la
enfermedad metastasica y recurrente, existe la necesidad de una prueba
minimamente invasiva para la monitorizacion de esta enfermedad.

6.3.4.1. Cribado y diagnostico

Jeannot et al." analizaron el plasma de 70 pacientes en el momento en el que se
les diagnosticaron carcinomas causados por el virus del papiloma humana (VPH)
genotipo 16 o 18 ya fueran carcinomas de cérvix, del canal anal u orofaringeos. En estos
pacientes se aislo6 ADN libre total y se realiz6 una PCR identificando la secuencia
genética del VPH. EI ADN del virus se puso de manifiesto en 87% de las muestras con
carcinoma invasivo pero no se detectaron en aquellas pacientes con neoplasia
intraepitelial de cérvix de alto grado. Ademas, la evaluacion cuantitativa mostrd que los
niveles detectados de ADN viral circulante estaban en relacion con el estado clinico y el
tamafio del tumor.["¥

En un reciente estudio, se recogieron muestras de suero de pacientes con
carcinoma de cervix y se analizo el ct ADN buscando mutaciones somaticas en 50
genes que pudieran determinar el cancer de cérvix. En el 84% de los pacientes se
encontrd alguna alteracion en esos genes, el mas comdn fue TP53 en el 52.3% de los
pacientes y que al combinar las alteraciones de los genes BRAF, CDKN2A, EGFR,
PIK3CA, PTEN, STK11, TP53 y VHL, se encontr6 al menos una de las alteraciones
genéticas en el 100% de los pacientes.[’
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6.3.4.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento

Kang et al.l”® también midieron y cuantificaron los niveles de ctADN con la
secuencia del VPH en pacientes con cancer de cérvix metastasico. Este ctADN fue
detectado en todos los enfermedos y en ninguno de los voluntarios sanos. Ademas,
también se identificd correctamente el genotipo del VPH en las muestras de suero. Por
lo que exploraron la viabilidad de este método como marcador para el seguimiento de
pacientes sometidos a inmunoterapia y que habian tenido una regresion completa del
cancer. Se les realizaron extracciones de suero secuenciales y se detectd un pico
transitorio a los 2-3 dias tras el tratamiento y, posteriormente, un aclaramiento
persistente del cf ADN de VPH.

6.3.4.3. Pronostico

En una reciente investigacion realizada por Cheung et al. [’ estudiaron la
cuantificacion de ctADN en plasma mediante la identificacion de la secuencia de VPH
como marcador pronéstico. Concluyeron que las altas concentraciones de la secuencia
de VPH en plasma era un factor de riesgo para la recurrencia de la enfermedad a los 5
afios de seguimiento.
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7. DISCUSION

Tras la implantacion en la préctica clinica de la deteccion de ADN fetal (cff
ADN) como método no invasivo de cribado para la trisomia 21, ha habido un interés
creciente en la deteccion del ADN libre fetal para otros trastornos En los ultimos afios,
el alcance del cff ADN se ha ampliado sustancialmente, ya que no sélo incluye las
aneuploidias tipicas (trisomia 21, 18 y 13) sino que también es capaz de detectar
aneuploidias de los cromosomas sexuales, microdeleciones o microduplicaciones
especificas, variantes monogénicas o trisomias autosémicas raras. Todo el ADN fetal se
encuentra presente en el plasma materno, a pesar de su alto grado de fragmentacion.
Esto implica que, a priori, cualquier defecto genético puede ser estudiado en el ADN
libre fetal presente en sangre materna. Sin embargo, tener la capacidad técnica para
detectar una de estas condiciones no implica, necesariamente, un beneficio clinico para
la poblacion o para las gestantes. Por ello, antes de la implementacidn de esta prueba de
cribado en la practica clinica habitual es necesario evaluar cuidadosamente los riesgos y
beneficios de los programas de deteccion de cada una de las condiciones.

Segln la OMS, para que una prueba de cribado se considere apropiada han de

cumplirse una serie de criterios: ['®

» Laenfermedad debe ser relativamente prevalente en la poblacion.

» La enfermedad debe ser un problema importante de salud, es decir, debe ser causa
de morbilidad y/o mortalidad significativa.

» Deben estar disponibles pruebas para el diagndstico y tratamiento de la enfermedad.

» La prueba deber ser apropiada para identificar la enfermedad con una fiabilidad
medida en términos de sensibilidad y especificidad. De facil acceso, aplicacion
simple y aceptable para la poblacion.

» El coste (incluido el diagnostico y el tratamiento de los pacientes diagnosticados)
debe ser proporcional al beneficio obtenido.

Recomendaciones del cribado de anomalias genéticas

En el caso de los aneuploidias de los cromosomas sexuales, el TFNI ha
mostrado una menor precision y mayor tasa de fracaso que el cribado para la trisomia
21, particularmente en la monosomia X, por lo que su rendimiento como prueba de
cribado es dudosa. Ademas, muchas de las anomalias de los cromosomas sexuales no
son de gran relevancia clinica, sino que son casos leves sin discapacidad intelectual que
se diagnostican en la edad adulta por infertilidad. Si bien es cierto que un diagndstico
precoz de estos trastornos permite intervenciones terapéuticas tempranas tras el
nacimiento, por ejemplo inicio de terapia hormonal en el sindrome de Turner o de
Klinefelter. Dado que la sensibilidad de la prueba se acercan o superan el 90%, ciertos
laboratorios la ofrecen hoy en dia. La American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) recomienda, como parte del asesoramiento prenatal, informar a las
pacientes de la disponibilidad de esta prueba de cribado y advertir de la alta
probabilidad de un resultado “falso positivo”. Ademas, insiste en que los profesionales
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sanitarios “deben disuadir a las pacientes de realizarse este cribado con el tnico

propdsito de identificar el sexo biologico del feto”.[""!

Con respecto a los sindromes de microdelecion o microduplicacion, como son
trastornos con una prevalencia muy baja, el valor predictivo positivo (VPP) de la prueba
de cribado también es baja, a pesar de a pesar de la sensibilidad aceptable mostrada en
los estudios.®Y De tal forma que si este test se aplica a poblacién de bajo riesgo un
resultado positivo del TFNI requerird una prueba diagnostica para confirmarlo, lo que
invalidaria uno de los beneficios mas convincentes por el que se implanto el test fetal no
invasivo (TFNI) que era la reduccion significativa de la realizacion de pruebas
invasivas.

En estos sindromes es dificil establecer qué poblacion se considera de alto
riesgo, ya que no se ha encontrado relacion con la edad materna ni con el cribado
combinado.? Considerando gestantes de alto riesgo aquellas con anomalias detectadas
por ultrasonido o con antecedentes de un feto afecto por uno de estos trastornos, la
prueba de deteccion del ADN libre fetal no cambia el manejo del embarazo. Es decir, si
la prueba de cff ADN es positiva se necesitara confirmar el diagnostico mediante el uso
de pruebas invasivas, mientras que si el resultado es negativo se tendra que ofrecer
igualmente una prueba de diagnostico para confirmar los hallazgos de la ecografia. En
resumen, en gestantes de alto riesgo, independientemente del resultado de la prueba,
esta indicada una prueba invasiva, por lo que realizar el TFNI Unicamente aumenta el
coste v retrasa el diagnéstico.®”

De hecho, en la mayoria de las guias de las organizaciones profesionales no
respaldan ofrecer el TFNI para estos trastornos:

e La American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) recomienda que “el
cribado de rutina medinte cff ADN para los sindromes de microdelecion no se
deben realizar”.[®!

e Ademas, la American Society of Human Genetic (ASHG) y la European Society of
Human Genetics (ESHG) coinciden con que “no se recomiendan actualmente” y
abogan por “una extension de las indicaciones del TFNI prudente sobre todo a
trastornos congénitos graves, una vez que se haya realizado estudios sélidos de
validacion y una evaluacion exhaustiva de todos los aspectos relevante. 2

e La American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) “no recomienda
el test para detectar cambios en el nimero de copias de todo el genoma fetal”.
Aungue los autores también afirman que “si se desea conocer esta informacion, se
recomiendan pruebas de diagn()stico”.[gz]

e Por el contrario, la International Society of Prenatal Diagnosis (ISPD) no se opone
especificamente al cribado, sefiala que “las pruebas deberian limitarse a trastornos

clinicamente significativos con un fenotipo grave bien definido”.[®]

En cuanto al cribado de las enfermedades monogeénicas se han conseguido
grandes avances gracias a la aplicacion de nuevas técnicas en el analisis de ADN como
los basados en el haplotipo. Sin embargo, la ACOG no recomienda el cribado de estos
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trastornos en la poblacion general ya que adn no se tienen datos suficientes como para
proporcionar informacién sobre la precisién de la prueba de cribado.®*

Asesoramiento en el diagnostico prenatal

Uno de los aspectos importantes de las pruebas de cribado es la necesidad de
asesorar a los progenitores antes y después de la realizacion de la prueba de cribado
para que comprendan las implicaciones de este test y puedan tomar decisiones de
manera autobnoma al respecto.

Al ampliar el alcance del cribado, el consejo pre-test se vuelve indispensable.
En primer lugar, consejo pre-test debe ser informado por un profesional capacitado con
experiencia en genética. Se debe advertir que la deteccion de cff ADN en sangre materna
es uUnicamente una prueba de cribado y, como tal, Unicamente proporciona una
estimacion del riesgo de tener un feto afecto con las enfermedades cribadas.*"

También debe informar sobre la naturaleza de las alteraciones cribadas y sobre
la tasa de deteccidn y de fracaso de la prueba para cada una de ellas. Ademas, los padres
también deben conocer los procedimientos a seguir en el caso de que la prueba de
cribado resulte positiva como la realizacion de pruebas invasivas para confirmar el
diagnostico o de ecografias complementarias o de ampliar el estudio de la enfermedad
después del nacimiento. Asi mismo, también es importante indicar que existe la
posibilidad de identificar un hallazgo secundario o incidental, no relacionado con la
indicacion de la prueba, del que no se conoce su significado clinico. Asi como detectar
posibles trastornos maternos no diagnosticados hasta el momento como neoplasias.!*”

Tras la prueba de cribado, también es necesario asesoramiento por parte del
profesional sanitario para interpretar los resultados del cribado y explicar a los padres
las implicaciones de estos resultados. De esta manera, la pareja podra decidir de manera
autébnoma si quiere proseguir con pruebas invasivas para establecer el diagnostico o
prefiere no hacerlo. Pero también puede tomar una decision reproductiva sobre si desea
continuar con el embarazo o interrumpirlo.

Aspectos éticos

Un aspecto importante del uso del analisis del ADN fetal en sangre materna son
los dilemas éticos que pueden surgir como consecuencia de esta prueba. Este analisis
requiere el consentimiento de las pacientes y se debe garantizar que la informacion
genética del feto y de los padres se mantenga confidencial.

Es importante destacar que el cribado prenatal de anomalias fetales va dirigido a
permitir que las gestantes y sus parejas tengan eleccion reproductiva autbnoma para
que, en el caso de un diagnostico adverso, tengan la posibilidad de interrumpir el
embarazo. Es un tema delicado que los profesionales deben saber abordar y respetar de
acuerdo al principio ético de autonomia del paciente.

Ademas, el analisis del ADN fetal es capaz de determinar el sexo del feto desde
semanas tempranas del embarazo. Esto es algo que crea un conflicto ético, ya que se
teme que se pueda recurrir a este test para interrumpir el embarazo en el caso de que el
sexo no sea el deseado por los padres.
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Coste de la determinacion del ADN libre

Otro de los aspectos importantes del cribado es la evaluacion econémica; de
hecho, la OMS lo sefiala como uno de los criterios para establecer las pruebas de
cribado. El coste de las pruebas de deteccion de cff ADN ha supuesto una de las
principales limitaciones de esta prueba de cribado ya que son mas caras que las pruebas
de cribado combinado convencionales. Ademas, los costes totales del TFNI dependen
de la complejidad de las técnicas de andlisis y procesamiento del ADN. Por ejemplo, en
aquellos métodos més sensibles como el analisis del haplotipo o la secuenciacion
completa del genoma o exoma el coste es mayor.!

En el caso concreto de la deteccion de las aneuploidias cromosémicas tipicas
(cromosoma 21, 13 y 18) esta prueba podria considerarse coste-efectiva si tenemos en
cuenta la disminucion de procedimientos invasivos necesarios y de los riesgos
gestacionales asociados. Sin embargo, en la deteccion del resto de trastornos tenemos
que tener en cuenta dos aspectos; primero, para detectar las anomalias genéticas son
necesarias técnicas mucho mas sensibles para analizar el cff ADN que son muchos mas
caras; segundo, las tasas de deteccién no son muy altas por lo que pueden crearnos
dudas diagndsticas lo que no evitaria la realizacién de pruebas diagnosticas invasivas.
Por lo que los costes totales del TFNI pueden superar a las de las pruebas invasivas. Por
lo tanto es necesario realizar analisis de coste-efectividad y rentabilidad para determinar
la eficacia clinica real de esta prueba.

Uso de la biopsia liquida en las complicaciones del embarazo

Se ha constatado que altos niveles de ADN libre fetal se pueden correlacionar
con trastornos placentarios como la preeclampsia; sin embargo en la restriccion del
crecimiento intrauterino no se han encontrado relacion. Sin embargo, a pesar de
encontrar una relacién, actualmente no se podria utilizar el cff ADN como marcador
independiente de preeclampsia ya que las tasas de sensibilidad de la prueba no son
clinicamente significativas.

Uso de la biopsia liquida en el campo de la oncologia

Con respecto al campo de la oncologia, los estudios llevados a cabo en los
canceres ginecologicos Unicamente informan del posible uso potencial de esta técnica,
para poder llevar a la préactica clinica esta prueba es necesario optimizar y estandarizar
las estrategias de analisis actuales. Ademas es necesario mejorar nuestra comprension
sobre el origen y las caracteristicas del ADN libre tanto materno como tumoral para
interpretar las asociaciones entre los cambios del cf ADN y las manifestaciones clinicas
del cancer.

En comparacion con el diagnostico prenatal, el desarrollo de la biopsia liquida
en el uso de la practica clinica esta siendo dificil y se estd demorando por varios
factores. En primer lugar, el cancer es un proceso patolégico y complejo, una
enfermedad dinamica y heterogénea con multiples variables mas complicadas de
analizar. Por otro lado, la disponibilidad del ADN tumoral circulante en pacientes con
cancer es tambien muy variable, incluso entre pacientes con el mismo estadio de la
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enfermedad, a diferencia del ADN libre fetal que es relativamente alto y constante a
partir de, aproximadamente, la 9% semana de gestacion. En consecuencia, es mas dificil
estandarizar la prueba para el diagnostico, tratamiento y monitorizacion de los pacientes
con céncer.

De los estudios analizados para los diferentes canceres, obtuvieron mejores
resultados aquellos que utilizaban alteraciones especificas del ADN tumoral como
mutaciones genéticas o epigenéticas, que aquellos que median Unicamente los niveles
totales de ADN (ADN plasmatico y tumoral). Posiblemente sea debido a que las
alteraciones genéticas son mas especificas del tumor, mientras que los niveles totales de
ADN libre pueden verse incrementados por causas benignas propias de la madre como
estados inflamatorios o estrés.

Con respecto a la correlacion entre los hallazgos de la biopsia del tumor sélido y
la biopsia liquida, se observaron mejores resultados cuando se utilizaron técnicas mas
sensibles, como la secuenciacion de nueva generacion (next-generation sequencing). No
obstante, debemos tener en cuenta que estas pruebas se aplicaron sobre pacientes con
canceres ginecologicos por lo que las sensibilidades y especificidades observadas no
tienen por qué aplicarse a la poblacion general.

La caracterizacion molecular de los tumores es particularmente interesante con
la aparicion de terapias dirigidas, principalmente cuando no se dispone de una muestra
de tumor o la biopsia no es viable. Por lo que el andlisis de ct ADN puede ser una buena
estrategia para mejorar el manejo del cancer.

Perspectivas de futuro

Los continuos avances en la bioquimica y en la biologia molecular proporcionan
técnicas de analisis y secuenciacion del ADN cada vez mas sensibles y mas econdémicas
que permitiran detectar anomalias genéticas cada vez mas pequefias. Por lo que una de
las perspectivas de futuro es la implementacion de la terapia génica para estos
trastornos. Se estan estudiando genes represores que puedan inactivar la copia extra del
cromosoma 21 o del cromosoma X para las aneuploidias de los cromosomas
sexuales.®® O por ejemplo, actualmente estan investigando en ratones la forma de tratar
la enfermedad de Gaucher.®® Sin embargo, todavia son necesarios muchos estudios
para poder llevar estas investigaciones a la practica médica.

Por otro lado, se esta investigando nuevos métodos de obtencion del ADN
fetal, como por ejemplo del frotis vaginal de gestantes. Este método detectaria células
trofoblasticas presentes en el tracto genital femenino de las gestantes y, de esas células,
se podria extraer el ADN fetal para su analisis. De esta manera se podria evitar las
limitaciones actuales de la deteccion de cff ADN en plasma como la gran fragmentacion
del genoma fetal "]

En el campo de la oncologia ginecoldgica, se espera que en un futuro no muy lejano,
los ensayos clinicos a gran escala respalden el uso de las biopsias liquidas en la practica
clinica habitual.
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8. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La indicacion principal del test fetal no invasivo continta siendo la deteccion de la
trisomia 21 y, en menor medida las trisomias 13 y 18.

La utilizacion del test fetal no invasivo de las aneuploidias de los cromosomas
sexuales no se recomienda para el cribado de la poblacion general. Pero, en el caso
de que se realizara, el asesoramiento antes de la realizacion de la prueba es
indispensable.

No se recomienda el cribado de los sindromes de microdelecion en la poblacién
general por su baja prevalencia y su bajo valor predictivo positivo ya que revertiria
el descenso del nimero de pruebas invasivas. En poblacion de alto riesgo, el test
fetal no invasivo no modificaria el manejo del embarazo.

Los continuos avances técnicos han permitido detectar cada vez mas enfermedades
monogénicas. Sin embargo, el cribado de estos trastornos se limita a los pacientes
con historia familiar o embarazo previo afecto.

El sindrome de X fragil ain no se ha podido detectar mediante el test fetal no
invasivo. Las guias clinicas recomiendan su diagndstico mediante métodos
invasivos para los pacientes con historia familiar de este trastorno.

ElI ADN libre fetal no se puede utilizar como marcador independiente de prediccién
en complicaciones obstétricas del embarazo como la preeclampsia, la restriccion
del crecimiento intrauterino o el parto pre-término.

El diagnostico y monitorizacion de los cénceres ginecoldgicos mediante la

deteccion del ADN tumoral circulante continda siendo una técnica bajo
investigacion.
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